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DESCRIPCION
Procedimiento para el tipado de alelos de HLA
Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere al tipado de alelos del antigeno leucocitario humano (HLA). Mas particularmente, la
presente invencion se refiere al tipado de nuevos alelos de HLA.

Antecedentes de lainvencion

El complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) humano esta contenido dentro de aproximadamente 4 Mpb de ADN
en el brazo corto del cromosoma 6 en 6p21.3 (Campbell y Trowsdale, 1993). EI MHC humano se divide en las
regiones de clase |, clase Il y clase Ill. Los genes de la clase | y la clase Il codifican moléculas de la superficie celular
altamente polimérficas que se unen y presentan antigenos procesados en forma de péptidos a linfocitos T, iniciando
respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales. Las moléculas de clase |, HLA-A, -B, y -C, se encuentran
en la mayoria de las células nucleadas. Son glucoproteinas de la superficie celular que se unen y presentan
péptidos procesados derivados de proteinas endégenamente sintetizadas a linfocitos T CD8+. Estos heterodimeros
consisten en una cadena a codificada por HLA asociada a un polipéptido monomdrfico codificado por no MHC, la B2-
microglobulina (Townsend y Bodmer, 1989; Spencer y Parham, 1996). Las moléculas de clase Il estan codificadas
en la region de HLA. Estas glucoproteinas de la superficie celular consisten en cadenas a y 8 codificadas por HLA
asociadas como heterodimeros sobre la superficie celular de células presentadoras de antigeno tal como linfocitos B
y macréfagos. Las moléculas de clase |l sirven de receptores para péptidos procesados. Sin embargo, estos
péptidos se derivan predominantemente de proteinas de membrana y extracelulares y se presentan a linfocitos T
CD4+. La region HLA-D contiene varios genes de clase Il y tiene tres subregiones principales: HLA-DR, -DQ y -DP.
Tanto las regiones HLA-DQ como -DP contienen un gen funcional para cada una de sus cadenas a y . La
subregion HLA-DR contiene un gen funcional para la cadena a; el nimero de genes funcionales para la cadena
varia de uno a dos segun el haplotipo (Andersson y col., 1987; Apple y Erlich, 1996).

Actualmente se usan una variedad de técnicas para detectar polimorfismo de HLA, que incluyen procedimientos
seroldgicos, bioquimicos, de reconocimiento de linfocitos T y, mas recientemente, de biologia molecular.

La serologia sigue siendo el procedimiento pilar para el tipado de HLA - especialmente para la clase | - para muchos
laboratorios de histocompatibilidad rutinaria. El ensayo de micro-linfocitotoxicidad (Kissmeyer y col., 1969; Terasaki y
McClelland, 1964) es el enfoque convencional: células mononucleares de sangre periférica viables (clase I) o
linfocitos T separados (clase IlI) se mezclan con antisueros (policlonales o monoclonales) de especificidad por HLA
conocida.

La deteccion del polimorfismo puede lograrse considerando la diferente composicion de aminoacidos de moléculas
de HLA por técnicas bioquimicas tales como isoelectroenfoque unidimensional (IEF; Yang, 1987). Este
procedimiento se basa en sustituciones de aminoacidos que contribuyen a cambios en la carga de la molécula de
HLA.

Otro procedimiento de tipado de HLA es la reaccion de linfocitos mixtos (MLR). Simultdneamente a observaciones
que se hacen usando antisueros especificos para HLA, se observé que los linfocitos de dos fuentes sin relacionar
proliferaban cuando se mezclaban en cultivo (Hirschorn y col., 1963).

El andlisis de especificidades por HLA de ADN proporcion6 un nuevo enfoque para definir sus diferencias
polimdrficas. En vez de considerar diferencias en la molécula expresada, el polimorfismo se caracteriza al nivel de
nucledtidos.

Un desarrollo importante y poderoso en el campo de la molecular biologia ha sido la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR; Mullis y col., 1986; Mullis y Faloona, 1987). En tipado de tejido, la PCR se usa para amplificar las
regiones polimérficas de genes HLA. Este producto de PCR de HLA puede luego analizarse para sus diferencias
polimorficas, para establecer el tipo de tejido. Se han desarrollado varios de tales enfoques, que incluyen andlisis de
heteroduplex de productos de PCR (Clay y col., 1994), analisis de polimorfismos conformacionales monocatenarios
del producto de PCR (PCR-SSCP; Yoshida y col., 1992), tipado basado en secuencias (SBT; Santamaria y col.,
1992 y 1993), el uso de cebadores especificos para secuencia en la reaccion de PCR (PCR-SSP; Olerup y
Zetterquist, 1991), el uso de PCR en combinacion con sondaje de oligonucleétidos especificos para secuencia
(PCR-SSOP; Saiki y col., 1986) o sondaje por transferencia puntual inversa (Saiki y col., 1989). Estos enfoques,
usados individualmente o en combinacién, se han aplicado todos como procedimientos basados en ADN para el
tipado de tejido de especificidades por HLA de clase | y clase II.

El documento US 5.545.526 proporciona un procedimiento para el tipado de secuencias de HLA especificas, y otras
secuencias genéticas que presentan polimorfismo similar pueden detectarse por amplificacién especifica para
secuencias (SSA). En esencia, los cebadores usados para llevar a cabo la amplificacion se eligen para representar
secuencias que distinguen un alelo de otro. Como resultado, el alelo se detecta si se produce la amplificacion, y esta
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ausente si no se produce la amplificacion.

Para alelos de clase |, las regiones hipervariables se encuentran en diferentes grados en tanto el exén 2 como el
exon 3, que codifican el surco de unién a péptido de la molécula de clase I. El polimorfismo dentro de la clase Il esta
contenido principalmente dentro de regiones hipervariables definidas en el exén 2. Estos polimorfismos hacen
diferenciacion entre alelos que pueden conseguirse por hibridacion con sondas relevantes.

Objetivos de la invencion

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar un procedimiento para el tipado de los alelos HLA-B*3913,
HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new, comprendiendo dicho procedimiento una etapa de amplificacion, como se enumera
en las reivindicaciones.

Es un objetivo mas especifico de la presente invencion proporcionar un procedimiento para el tipado de dichos
alelos, comprendiendo dicho procedimiento ademas una etapa de hibridacion.

También es un objetivo de la presente divulgacién proporcionar cebadores para dicha etapa de amplificacion.
También es un objetivo de la presente divulgacién proporcionar sondas para dicha etapa de hibridacion.

También es un objetivo de la presente divulgacion proporcionar un kit de diagndstico que permita dicho
procedimiento para el tipado.

Es otro objetivo de la presente invencion proporcionar los fragmentos de proteinas codificados por lo genes HLA-
B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente memoria descriptiva desvela un antisuero o un ligando que se une al fragmento de proteina segun la
invencién. El término “un ligando” se refiere a cualquier molécula que puede unirse al fragmento de proteina de la
presente invencion. El dltimo término se refiere especificamente a anticuerpos policlonales y/o monoclonales
producidos especificamente (mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica) contra el fragmento de
proteina de la presente invencion y también engloba cualquier construccién similar a anticuerpo, y otras, como se
describe en detalle en el documento WO 98/58965 a Lorré y col.

La presente invencion desvela adicionalmente un kit para la deteccién de uno o méas de los fragmentos de proteinas
de la invencidén, que comprende al menos un antisuero o un ligando como se ha descrito anteriormente.

La presente invencion también desvela la secuencia del exén 2 y del exén 3 del alelo de HLA B*3913. Estas
secuencias se identifican por SEC ID N° 22 y 23 y se muestran a continuacion.

10 20 30 40 50 60
GCTCCCACTC CATGAGGTAT TTCTACACCT CCGTGTCCCG GCCCGGCCGC GGGGAGCCCC
70 80 90 100 110 120

GCTTCATCTC AGTGGGCTAC GTGGACGACA CGCAGTTCGT GAGGTTCGAC AGCGACGCCG

130 140 150 160 170 180
CGAGTCCGAG AGAGGAGCCG CGGGCGCCGT GGATAGAGCA GGAGGGGCCG GAGTATTGGG
190 200 210 220 230 240
ACCGGGAGAC ACAGATCTCC AAGACCAACA CACAGACTTA CCGAGAGAGC CTGCGGAACC
250 260 270
TGCGCGGCTA CTACAACCAG AGCGAGGCCG exon 2 (SEC ID N° 22)
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10 20 30 40 50 60

GGTCTCACAC CCTCCAGAGG ATGTACGGCT GCGACGTGGG GCCGGACGGG CGCCTCCTCC
70 80 90 100 110 120

GCGGGCATAA CCAGTTCGCC TACGACGGCA AGGATTACAT CGCCCTGAAC GAGGACCTGA
130 140 150 160 170 180

GCTCCTGGAC CGCGGCGGAC ACCGCGGCTC AGATCACCCA GCGCAAGTGG GAGGCGGCCC
190 200 210 220 230 240

GTGTGGCGGA GCAGCTGAGA ACCTACCTGG AGGGCACGTG CGTGGAGTGG CTCCGCAGAT
250 260 270

ACCTGGAGAA CGGGAAGGAG ACGCTGCAGC GCGCGG exon 3 (SEC ID N° 23)

Estas secuencias se muestran de 5' a 3'. Estas secuencias han sido presentadas a la base de datos EMBL y se les
asignd el nuimero de acceso AJ223282. El alelo HLA-B*3913 es un alelo novedoso que no se ha descrito
previamente.

La presente invencion también desvela la secuencia del ex6n 2 y del exon 3 del alelo de HLA B* 1406. Estas
secuencias se identifican por SEC ID N° 72 y 73 y se muestran a continuacion.

10 20 30 40 50 60
GCTCCCACTC CATGAGGTAT TTCTACACCG CCGTGTCCCG GCCCGGCCGC GGGGAGCCCC
70 80 90 100 110 120
GCTTCATCTC AGTGGGCTAC GTGGACGACA CGCAGTTCGT GAGGTTCGAC AGCGACGCCG
130 140 150 160 170 180
CGAGTCCGAG AGAGGAGCCG CGGGCGCCGT GGATAGAGCA GGAGGGGCCG GAATATTGGG
190 200 210 220 230 240
ACCGGAACAC ACAGATCTGC AAGACCAACA CACAGACTGA CCGAGAGAGC CTGCGGAACC
250 260 270

TGCGCGGCTA CTACAACCAG AGCGAGGCCG exén 2 (SEC ID N° 72)

10 20 30 40 50 60
GGTCTCACAC CCTCCAGAGG ATGTACGGCT GCGACGTGGG GCCGGACGGG CGCCTCCTCC
70 80 90 100 110 120
GCGGGTATAA CCAGTTCGCC TACGACGGCA AGGATTACAT CGCCCTGAAC GAGGACCTGA
130 140 150 160 170 180
GCTCCTGGAC CGCGGCGGAC ACCGCGGCTC AGATCACCCA GCGCAAGTGG GAGGCGGCCC
190 200 210 220 230 240
GTGAGGCGGA GCAGCTGAGA GCCTACCTGG AGGGCACGTIG CGTGGAGTGG CTCCGCAGAC
250 260 270

ACCTGGAGAA CGGGAAGGAG ACGCTGCAGC GCGCGG exén 3 (SEC ID N° 73)

Estas secuencias se muestran de 5' a 3'. Estas secuencias han sido presentadas a la base de datos EMBL y se les
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asignaron los nimeros de acceso AJ 131193 para el exdn 2 'y AJ 131194 para el exén 3. El alelo HLA-B*1406 es un
alelo novedoso que no se ha descrito previamente.

La presente invencidn también desvela la secuencia del exén 2 y del exén 3 del alelo de HLA B*51new. Estas
secuencias se identifican por SEC ID N° 74 y 75 y se muestran a continuacion.
10 20 30 40 50 60
GCTCCCACTC CATGAGGTAT TTCTACACCG CCATGTCCCG GCCCGGCCGC GGGGAGCCCC

70 80 90 100 110 120
GCTTCATTGC AGTGGGCTAC GTGGACGACA CCCAGTTCGT GAGGTTCGAC AGCGACGCCG
130 140 150 160 170 180
CGAGTCCGAG GACGGAGCCC CGGGCGCCAT GGATAGAGCA GGAGGGGCCG GAGTATTGGG
190 200 210 220 230 240
ACCGGAACAC ACAGATCTTC AAGACCAACA CACAGACTTA CCGAGAGAAC CTGCGGATCG
250 260 270
CGCTCCGCTA CTACAACCAG AGCGAGGCCG exon 2 exon 2 (SEC ID N° 74)
10 20 30 40 50 60
GGTCTCACAC TTGGCAGACG ATGTATGGCT GCGACGTGGG GCCGGACGGG CGCCTCCTCC
70 80 90 100 110 120
CCGGGCATAA CCAGTACGCC TACGACGGCA AAGATTACAT CGCCCTGAAC GAGGACCTGA
130 140 150 160 170 180
GCTCCTGGAC CGCGGCGGAC ACCGCGGCTC AGATCACCCA GCGCAAGTGG GAGGCGGCCC
190 200 210 220 230 240
GTGAGGCGGA GCAGCTGAGA GCCTACCTGG AGGGCCTGTG CGTGGAGTGG CTCCGCAGAC
' 250 260 270
ACCTGGAGAA CGGGAAGGAG TCGCTGCAGC GCGCGG exon 3 (SEC ID N° 75)

Estas secuencias se muestran de 5' a 3'. El alelo HLA-B*51new es un alelo novedoso que no se ha descrito
previamente.

Teniendo conocimiento de esta informacion de secuencias, el experto podra idear procedimientos que permitan el
tipado de dichos alelos. Por tanto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para el tipado de los alelos
HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new en una muestra, comprendiendo dicho procedimiento:

i) amplificar un fragmento de dicho alelo que comprende todo o parte del exén 2 y/o todo o parte del exén 3
de dicho alelo usando al menos un par adecuado de cebadores;

i) determinar la ausencia o presencia de los alelos HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*5lnew en la
muestra.

Segun una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento para el tipado de los alelos
HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new en una muestra, en el que la presencia o ausencia de los alelos se
determina usando un conjunto de sondas, hibridandose las sondas de dicho conjunto especificamente con regiones
diana que comprenden uno o mas nucledtidos polimérficos en el exén 2 o en el exdn 3 de dichos alelos.

Los cebadores usados en este procedimiento pueden ser cebadores genéricos, es decir, cebadores que se hibridan
con regiones diana que estan conservadas, al menos hacia su extremo 3', entre todos los alelos de un locus dado
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(por ejemplo, los alelos de HLA-A o los alelos de HLA-B o los alelos de HLA-C) y, por tanto, conduciran a la
amplificacion de todos los alelos de este locus. Alternativamente, los cebadores pueden ser especificos para
subgrupo, es decir, cebadores que se hibridan con secuencias diana que sé6lo estan presentes en un subgrupo de
alelos. Estos cebadores especificos para subgrupo pueden usarse por separado, 0 pueden usarse mas de un
cebador de 5' 0 mas de un cebador del extremo 3' juntos en una mezcla. Una mezcla tal se llama algunas veces un
cebador multiple. Pueden usarse diferentes tipos de cebadores en combinacion, por ejemplo, puede usarse un
cebador de 5' miltiple con un cebador de 3' genérico.

Segun una realizacibn méas preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento como se define
anteriormente, caracterizado adicionalmente porque los cebadores usados se eligen de la Tabla 5.

Tabla 5. Cebadores para la amplificacion del exén 2/exén 3 del alelo de HLA B*3913, el alelo de HLA B*1406
ylo el alelo de HLA B*51new.

Nombre Secuencia SEC ID N°
IBPIN1 GGGAGGAGCGAGGGGACCSCAC (S=G o0 C) SEC ID N° 26
IBPIN3 GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT SEC ID N° 27

IBPIN1 es un cebador de 5' localizado en la direccion 5' del exén 2 e IBPIN3 es un cebador de 3' localizado en la
direccién 3' del exén 3. Estos son cebadores genéricos, que permiten la amplificacién de un fragmento de los 274
alelos de HLA-B que actualmente se conocen (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/).

Segun otra realizacién mas preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento como se ha definido
anteriormente, caracterizado adicionalmente porque:

dichos nucleétidos polimdrficos tienen las siguientes posiciones en el exén 2:

11, 24, 30, 33, 44, 46, 68, 69, 71, 88, 92, 94, 102, 120, 131, 132, 133, 1,36, 140, 149, 153, 155, 161, 173,
174, 183, 186, 188, 190, 193, 196, 197, 198, 199, 200, 204, 205, 207, 208, 209, 210, 212, 219, 226, 228,
229, 236, 238, 240, 241, 244, 246, 268, y/o

dichos nucleétidos polimdrficos tienen las siguientes posiciones en el exén 3:

2,10, 11, 12, 13, 14, 18, 19, 20, 26, 36, 44, 54, 66, 68, 69, 75, 76, 77, 92, 120, 134, 141, 142, 145, 156,
159, 163, 169, 184, 195, 196, 197, 201, 214, 216, 217, 227, 228, 229, 240.

Estos nucledtidos polimoérficos se muestran en negrita en las secuencias anteriores (SEC ID N° 22 y 23, SEC ID N°
72y 73,y SECID N° 74 y 75).

Segun otra realizacién incluso mas preferida, la presente invencién se refiere a un procedimiento como se ha
definido anteriormente, caracterizado adicionalmente porque dichas sondas que se hibridan especificamente con
una region diana que comprende uno o mas nucledétidos polimoérficos en el exén 2 o el exén 3 del alelo HLA-B*3913
se eligen de la Tabla 6.

Tabla 6. Sondas de oligonucleétidos que pueden usarse para el tipado del alelo de HLA B*3913.

Referencia | Secuencia’ SEC ID N°

56 GGGACACGGAGGTGTAGA SEC ID N° 28
92 CCGGCCCGGCCGCGGG SEC ID N° 29
2 GCTTCATCTCAGTGGGCT SEC ID N° 30
HC GTTCGTGAGGTTCGACA SEC ID N° 31
7 GAGTCCGAGAGAGGAGCCG | SECID N° 32
87 GGCCGGAGTATTGGGAC SEC ID N° 33
10 GGACCGGGAGACACAGAT SEC ID N° 34
13 AGATCTCCAAGACCAAC SEC ID N° 35
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18 CACAGACTTACCGAGAG SEC ID N° 36
19 ACCGAGAGAGCCTGCGG SEC ID N° 37
50 CGGAACCTGCGCGGCTA SEC ID N° 38
26 AGAGGATGTACGGCTGC SEC ID N° 39

GACGTGGGGCCGGACG SEC ID N° 40
91 GACGGGCGCCTCCTCCG SEC ID N° 41
28 TCCTCCGCGGGCATAACCAG | SEC ID N° 42
53 GGGCATAACCAGTTCGCCT SEC ID N° 43
90 GAGGACCTGAGCTCCTGG SEC ID N° 44
38 CGGCCCGTGTGGCGGAG SEC ID N° 45
88 GCAGCTGAGAACCTACCT SEC ID N° 46
36 TGGAGGGCACGTGCGTG SEC ID N° 47

CGTGGAGTGGCTCCGC SEC ID N° 48

TCCGCAGATACCTGGAGA SEC ID N° 49
‘Las secuencias se facilitan de 5'a 3'.

Estas sondas se hibridan con regiones diana que comprenden nucleétidos polimérficos en el exén 2 o el exén 3 del
alelo B*3913. Todas las sondas son sondas sentido, es decir, que se hibridan con la cadena no codificante, excepto
la sonda con SEC ID N° 28, que es una sonda antisentido. Las sondas con SEC ID N° 28 a 49 se han optimizado
para funcionar bajo las mismas condiciones en un ensayo de LiPA (véase mas adelante).

Segun otra realizacion incluso mas preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento como se ha
definido anteriormente, caracterizado adicionalmente porque dichas sondas que se hibridan especificamente con
una region diana que comprende uno o mas nucleétidos polimdrficos en el exén 2 o el exén 3 del alelo HLA-B*1406
se eligen de la Tabla 7.

Tabla 7. Sondas de oligonucleétidos que pueden usarse para el tipado del alelo de HLA B*1406.

Referencia | Secuencia’ SEC ID N°

B75 TCTACACCGCCGTGTCC SECID N° 76
B92 CCGGCCCGGCCGCGGG SEC ID N° 29
B2 GCTTCATCTCAGTGGGCT SEC ID N° 30
B85 GCGACGCCGCGAGTCCGA | SECID N° 77
B7 GAGTCCGAGAGAGGAGCCG | SEC ID N° 32
B98 GGCCGGAATATTGGGAC SECID N° 78
B9 GGACCGGAACACACAG SEC ID N° 79
B16 ACAGATCTGCAAGACCA SEC ID N° 80
B17 ACAGACTGACCGAGAG SEC ID N° 81
B19 ACCGAGAGAGCCTGCGG SEC ID N° 37
B56 GGAACCTGCGCGGCTACTA | SECID N° 82
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B26 AGAGGATGTACGGCTG SEC ID N° 83
B89 CGACGTGGGGCCGGACG SEC ID N° 84
BO1 GACGGGCGCCTCCTCCG SEC ID N° 41
B63 GGGTATAACCAGTTCGCCT | SEC ID N° 85
B90 AGGACCTGAGCTCCTGG SEC ID N° 86
B31 GCCCGTGAGGCGGAGC SEC ID N° 87
B66 GCAGCTGAGAGCCTACCT SEC ID N° 88
B36 TGGAGGGCACGTGCGTG SEC ID N° 47
B88 CGTGGAGTGGCTCCGC SEC ID N° 48
B70 CCGCAGACACCTGGAGA SEC ID N° 89

Las secuencias se facilitan de 5' a 3.

Estas sondas se hibridan con regiones diana que comprenden nucleétidos polimoérficos en el exén 2 o el exdn 3 del
alelo B*1406. Todas las sondas son sondas sentido, es decir, que se hibridan con la cadena no codificante. Las
sondas con SEC ID N° 30, 32, 79, 80, 81, 37, 82, 83, 87, 47 y 89 han sido optimizadas para funcionar bajo las
mismas condiciones en un ensayo de LiPA (véase mas adelante).

Segun otra realizacidon incluso méas preferida, la presente invencion se refiere a un procedimiento como se ha
definido anteriormente, caracterizado adicionalmente porque dichas sondas que se hibridan especificamente con
una region diana que comprende uno o mas nucleétidos polimérficos en el exén 2 o el exén 3 del alelo HLA-
B*51new se eligen de la Tabla 8.

Tabla 8. Sondas de oligonucleétidos que pueden usarse para el tipado del alelo de HLA B*51new.

Referencia | Secuencia’ SEC ID N°
B3 GCTTCATTGCAGTGGGCT SEC ID N° 90
B6 CGAGTCCGAGGACGGAGCCCCGG | SEC ID N° 91
B9 GGACCGGAACACACAG SEC ID N° 79
B14 CAGATCTTCAAGACCAAC SEC ID N° 92
B18 CACACAGACTTACCGAGAG SEC ID N° 93
B51 CGAGAGAACCTGCGGATC SEC ID N° 94
B55 CGGATCGCGCTCCGCTA SEC ID N° 95
B73 TCTACACCGCCATGTCC SEC ID N° 96
B85 GCGACGCCGCGAGTCCG SEC ID N° 97
B87 GGCCGGAGTATTGGGAC SEC ID N° 33
B23 ACACTTGGCAGACGATG SEC ID N° 98
B31 GCCCGTGAGGCGGAGC SEC ID N° 87
B35 GGAGGGCCTGTGCGTG SEC ID N° 99
B60 CATAACCAGTACGCCTACG SEC ID N° 100
B70 CCGCAGACACCTGGAGA SEC ID N° 89
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Referencia | Secuencia’ SEC ID N°
B88 GTGGAGTGGCTCCGC SEC ID N° 101
B89 CGACGTGGGGCCGGACG SEC ID N° 84
B90 GAGGACCTGAGCTCCTGG SECID N° 44
B91 GACGGGCGCCTCCTCC SEC ID N° 102
*Las secuencias se facilitan de 5' a 3'.

Estas sondas se hibridan con regiones diana que comprenden nucleétidos polimoérficos en el exdn 2 o el exén 3 del
alelo B*51new. Todas las sondas son sondas sentido, es decir, que se hibridan con la cadena no codificante,
excepto la sonda con SEC ID N° 97, que es una sonda antisentido. Las sondas con SEC ID N° 90, 91, 79, 92, 93,
98, 87, 99, 94, 95, 100 y 89 han sido optimizadas para funcionar bajo las mismas condiciones en un ensayo de LiPA
(véase mas adelante).

El experto reconocera que las sondas y cebadores con SEC ID N° 26 a 49 y SEC ID N° 76 a 102 pueden adaptarse
mediante la adiciéon o delecién de uno o mas nucleé6tidos en sus extremidades. Tales adaptaciones pueden
requerirse, por ejemplo, si las condiciones de amplificacién o hibridacién cambian, o si el material amplificado es
ARN en lugar de ADN, como es el caso en el sistema NASBA.

Pueden aplicarse diferentes técnicas para realizar los procedimientos de la presente invencion. Estas técnicas
pueden comprender inmovilizar los acidos polinucleicos de HLA, posiblemente después de la amplificacion, sobre un
soporte sélido y realizar la hibridacién con sondas de oligonucledtidos marcadas. Alternativamente, las sondas
pueden inmovilizarse sobre un soporte sélido y la hibridacién puede realizarse con acidos polinucleicos de HLA
marcados, posiblemente después de la amplificacion. Esta técnica se llama hibridacion inversa. Una técnica de
hibridacion inversa conveniente es el ensayo de sonda en linea (LiPA). Este ensayo usa sondas de oligonucleétidos
inmovilizadas como lineas paralelas sobre una tira de soporte sélido (Stuyver y col., 1993). Debe entenderse que
cualquier otra técnica para la deteccion del alelo de HLA anteriormente mencionado también esta cubierta por la
presente invencion.

La presente divulgaciéon también se refiere a cualquier cebador o cualquier sonda como se indica anteriormente para
su uso en un procedimiento para el tipado de los alelos HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new. La divulgacion
se refiere ademas a un acido polinucleico aislado, definido por SEC ID N° 22, correspondiente al exén 2 del alelo
HLA-B*3913, y a un &cido polinucleico aislado, definido por SEC ID N° 23, correspondiente al exon 3 de dicho alelo,
0 a cualquier fragmento de dichos acidos polinucleicos que pueden usarse como un cebador o como una sonda en
un procedimiento para el tipado de dicho alelo. La divulgacion también se refiere a un acido polinucleico aislado,
definido por SEC ID N° 72, correspondiente al exon 2 del alelo HLA-B*1406, y a un acido polinucleico aislado,
definido por SEC ID N° 73, correspondiente al exdn 3 de dicho alelo, o a cualquier fragmento de dichos acidos
polinucleicos que pueden usarse como un cebador o como una sonda en un procedimiento para el tipado de dicho
alelo. La divulgacién también se refiere a un acido polinucleico aislado, definido por SEC ID N° 74, correspondiente
al exén 2 del alelo HLA-B*51new, y a un acido polinucleico aislado, definido por SEC ID N° 75, correspondiente al
exon 3 de dicho alelo, o a cualquier fragmento de dichos &cidos polinucleicos que pueden usarse como un cebador o
como una sonda en un procedimiento para el tipado de dicho alelo.

Ademas, teniendo acceso a los acidos polinucleicos aislados definidos por SEC ID N° 22 y SEC ID N° 23, un experto
en la materia podra aislar el gen HLA-B*3913 completo de una biblioteca genémica humana. Teniendo acceso a los
acidos polinucleicos aislados definidos por SEC ID N° 72 y SEC ID N° 73, un experto en la materia podra aislar el
gen HLA-B*1406 completo de una biblioteca genémica humana. Teniendo acceso a los acidos polinucleicos aislados
definidos por SEC ID N° 74 y SEC ID N° 75, un experto en la materia podra aislar el gen HLA-B*51new completo de
una biblioteca genémica humana. Esto puede hacerse cribando la biblioteca con respectivamente los acidos
polinucleicos definidos por SEC ID N° 22 6 23, los &cidos polinucleicos definidos por SEC ID N° 72 6 73 o los &cidos
polinucleicos definidos por SEC ID N° 74 6 75, o por cualquier fragmento adecuado de los mismos como una sonda
de hibridacion. Por tanto, la presente invencion también se refiere al gen HLA-B*3913, HLA-B*1406 y HLA-B*51new
completo.

Segun otra realizacion preferida, la presente divulgacion se refiere a un kit de diagndstico que permite el tipado de
los alelos HLA-B*3913, HLA-B1406 y/o HLA-B*51new, comprendiendo dicho kit al menos un cebador y/o al menos
una sonda como se indica anteriormente. Opcionalmente, este kit también puede comprender una enzima y/o
reactivos que permiten la etapa de amplificacion y/o reactivos que permiten la etapa de hibridacion.

Segun otra realizacién preferida, la presente invencion se refiere a los fragmentos de proteinas que estan
codificados por SEC ID N° 22 o0 SEC ID N° 23. La secuencia de estos fragmentos puede obtenerse convirtiendo las
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secuencias de acidos nucleicos de SEC ID N° 22 § 23 en las secuencias de aminoacidos correspondientes. Las
secuencias de aminoacidos se muestran a continuacion como SEC ID N° 24 y 25, respectivamente.

GSHSMRYFYT SVSRPGRGEP RFISVGYVDD TQFVRFDSDA ASPREEPRAP
WIEQEGPEYW DRETQISKTN TQTYRESLRN LRGYYNQSEA (SEC ID Ne° 24)

GSHTLQRMYG CDVGPDGRLL RGHNQFAYDG KDYIALNEDL SSWTAADTAA

QITQRKWEAA RVAEQLRTYL EGTCVEWLRR YLENGKETLQ RA (SEC ID N° 25)

Segun otra realizacion preferida, la presente invencion se refiere a los fragmentos de proteinas que estan
codificados por SEC ID N° 72 o SEC ID N° 73. La secuencia de estos fragmentos puede obtenerse convirtiendo las
secuencias de acidos nucleicos de SEC ID N° 72 6 73 en las secuencias de aminoacidos correspondientes. Las
secuencias de aminoacidos se muestran a continuacion como SEC ID N° 103 y 104, respectivamente.

GSHSMRYSYT AVSRPGRGEP RFISVGYVDD TQFVRFDSDA ASPREEPRAP
WIEQEGPEYW DRNTQICKTN TQTDRESLRN LRGYYNQSEA (SEC ID N° 103)

GSHTLQRMYG CDVGPDGRLL RGYNQFAYDG KDYIALNEDL SSWTAADTAA

QITQRKWEAA REAEQLRAYL EGTCVEWLRR HLENGKETLQ RA (SEC ID N° 104)

Segun oftra realizacién preferida, la presente invencion se refiere a los fragmentos de proteinas que estan
codificados por SEC ID N° 74 o SEC ID N° 75. La secuencia de estos fragmentos puede obtenerse convirtiendo las
secuencias de acidos nucleicos de SEC ID N° 74 6 75 en las secuencias de aminoacidos correspondientes. Las
secuencias de aminoacidos se muestran a continuacion como SEC ID N° 105 y 106, respectivamente.

GSHSMRYFYT AMSRPGRGEP RFIAVGYVDD TQFVRFDSDA ASPRTEPRAP
WIEQEGPEYW DRNTQIFKTN TQTYRENLRI ALRYYNQSEA (SEC ID N° 105)

GSHTWQTMYG CDVGPDGRLL PGHNQYAYDG KDYIALNEDL SSWTAADTAA
QITQRKWEAA REAEQLRAYL EGLCVEWLRR HLENGKESLQ RA (SEC ID N° 106)

Por consiguiente, la presente memoria descriptiva también desvela un procedimiento para la deteccion de uno o mas
de los fragmentos de proteinas identificados como SEC ID N° 24, 25, 103, 104, 105 y/o 106 en una muestra. Dicho
procedimiento puede ser uno de los procedimientos serolégicos muy conocidos mencionados anteriormente
(Terasaki y McClelland, 1964; Kissmeyer y col., 1969).

Segun la presente memoria descriptiva también se desvela un antisuero o un ligando que se une a un polipéptido
segun la invencion. El término “un ligando” se refiere a cualquier molécula que puede unirse a los polipéptidos de la
presente invencién. El dltimo término se refiere especificamente a anticuerpos policlonales y/o monoclonales
producidos especificamente (mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica) contra los polipéptidos de la
presente invencion y también engloba cualquier construccion similar a anticuerpo, y otras, como se describe en
detalle en el documento WO 98/58965 a Lorré y col.

La presente memoria descriptiva desvela adicionalmente un kit para la deteccidon de un polipéptido de la invencion
gue comprende al menos un antisuero o un ligando como se ha descrito anteriormente.

Definiciones
Las siguientes definiciones y explicaciones permitiran un mejor entendimiento de la presente invencion.

El material diana en las muestras que van analizarse puede ser tanto ADN como ARN, por ejemplo, ADN genémico,
10
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ARN mensajero o versiones amplificadas de los mismos. Estas moléculas también se llaman en la presente solicitud
“acidos polinucleicos”.

Estan disponibles procedimientos de extraccion y purificacion muy conocidos para el aislamiento de ARN o ADN de
una muestra (por ejemplo, en Sambrook y col., 1989).

Un “nucledtido polimorfico” se refiere a un nucleétido de la secuencia de un alelo de HLA dado que se diferencia en
al menos uno de los nucle6tidos que se encuentran en la posicion correspondiente en otros alelos de HLA del mismo
locus.

El término “tipado” de un alelo de HLA se refiere a la identificacion del alelo, es decir, la deteccion del alelo y la
discriminacién del alelo de otros alelos del mismo locus.

El término “sonda” segun la presente invencion se refiere a un oligonucleétido monocatenario que se disefia para
hibridarse especificamente con &cidos polinucleicos de HLA. Preferentemente, las sondas de la invencion tienen
aproximadamente 5 a 50 nucleétidos de longitud, mas preferentemente de aproximadamente 10 a 25 nucledétidos.
Longitudes de sondas particularmente preferidas incluyen 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,24 6
25 nucledtidos. Los nucledtidos como se usan en la presente invencion pueden ser ribonucledtidos,
desoxirribonucledtidos y nucledtidos modificados tales como inosina o nucleétidos que contienen grupos modificados
gue no alteran esencialmente sus caracteristicas de hibridacion.

El término “cebador” se refiere a una secuencia de oligonucleétidos monocatenaria que puede actuar de punto de
iniciacién para la sintesis de un producto de extension de cebadores que es complementario a la cadena de &cido
nucleico que va a copiarse. La longitud y la secuencia del cebador deben ser de forma que permitan cebar la
sintesis de los productos de extension. Preferentemente, el cebador tiene aproximadamente 5-50 nucledtidos de
longitud. La longitud y la secuencia especifica dependeran de la complejidad de las dianas de ADN o ARN
requeridas, ademas de las condiciones a las que se usa el cebador, tal como temperatura y fuerza i6nica. Debe
entenderse que los cebadores de la presente invencion pueden usarse como sondas y viceversa, a condicion de que
se adapten las condiciones experimentales.

La expresion “par de cebadores adecuado” en la presente invencion se refiere a un par de cebadores que permite la
amplificacion especifica de un fragmento de acido polinucleico de HLA.

El término “regién diana” de una sonda o un cebador segun la presente invencién es una secuencia dentro de los
acidos polinucleicos de HLA para la que la sonda o el cebador es completamente complementario o parcialmente
complementario (es decir, con algin grado de desapareamiento). Debe entenderse que el complemento de dichas
secuencias diana también es una secuencia diana adecuada en algunos casos.

“Hibridacion especifica” de una sonda con una regién diana de los acidos polinucleicos de HLA significa que dicha
sonda forma un duplex en parte de esta regién o con la regién entera bajo las condiciones experimentales usadas, y
que bajo aquellas condiciones dicha sonda no forma un duplex con otras regiones de los acidos polinucleicos
presentes en la muestra que va a analizarse.

“Hibridacién especifica” de un cebador con una regién diana de los acidos polinucleicos de HLA significa que,
durante la etapa de amplificacién, dicho cebador forma un diplex con parte de esta region o con la region entera
bajo las condiciones experimentales usadas, y que bajo aquellas condiciones dicho cebador no forma un diplex con
otras regiones de los acidos polinucleicos presentes en la muestra que va a analizarse. Debe entenderse que
“dUplex” como se usa por la presente memoria significa un diplex que conducira a la amplificacion especifica.

“Amplificacion especifica” de un fragmento de los &cidos polinucleicos de HLA significa la amplificacion del
fragmento para el que los cebadores se disefiaron, y no de cualquier otro fragmento de los &cidos polinucleicos
presentes en una muestra.

El hecho de que los cebadores de amplificacion no tengan que emparejarse exactamente con la secuencia diana
correspondiente en el molde para garantizar la apropiada amplificacion estd ampliamente documentado en la
bibliografia (Kwok y col., 1990). Sin embargo, cuando los cebadores no son completamente complementarios a su
secuencia diana, debe tenerse en cuenta que los fragmentos amplificados tendran la secuencia de los cebadores y
no de la secuencia diana. Los cebadores pueden marcarse con una marca de eleccion (por ejemplo, biotina). El
procedimiento de amplificacion usado puede ser tanto reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Saiki y col.,
1988), reaccion en cadena de la ligasa (LCR; Landgren y col., 1988; Wu y Wallace, 1989; Barany, 1991),
amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA; Guatelli y col., 1990; Compton, 1991), sistema de
amplificacion basado en transcripcién (TAS; Kwoh y col., 1989), amplificacion por desplazamiento de cadenas (SDA,;
Duck, 1990) o amplificacion por medio de QP replicasa (Lomeli y col., 1989) o cualquier otro procedimiento
adecuado para amplificar moléculas de acidos nucleicos conocido en la técnica.

Las secuencias de sondas y cebadores se representan por toda la memoria descriptiva como oligonucleétidos de
ADN monocatenario del extremo 5' al 3'. Es obvio para el experto en la materia que cualquiera de las sondas
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especificadas a continuacion puede usarse como tal, 0 en su forma complementaria, o en su forma de ARN (en la
que T esta sustituido con U).

Las sondas segun la invencién pueden prepararse clonando plasmidos recombinantes que contienen insertos que
incluyen las secuencias de nucle6tidos correspondientes, si necesita ser por escision de estas Ultimas de los
plasmidos clonados usando las nucleasas adecuadas y recuperandolas, por ejemplo, por fraccionamiento segun
peso molecular. Las sondas segun la presente invencién también pueden sintetizarse quimicamente, por ejemplo,
por el procedimiento de fosfotriéster convencional.

Los oligonucledtidos usados como cebadores o sondas también pueden comprender analogos de nucleétidos tales
como fosforotiatos (Matsukura y col., 1987), alquilfosforotiatos (Miller y col., 1979) o acidos nucleicos peptidicos
(Nielsen y col., 1991; Nielsen y col., 1993), o pueden contener agentes intercalantes (Asseline y col., 1984). Al igual
que la mayoria de las otras variaciones o modificaciones introducidas en las secuencias de ADN originales de la
invencion, estas variaciones necesitaran adaptaciones con respecto a las condiciones bajo las cuales el
oligonucledtido debe usarse para obtener la especificidad y sensibilidad requeridas. Sin embargo, los resultados de
hibridacion eventuales seran esencialmente los mismos que aquellos obtenidos con los oligonucleétidos sin
modificar. La introduccion de estas modificaciones puede ser ventajosa con el fin de influir positivamente
caracteristicas tales como la cinética de hibridacién, reversibilidad de la formacién de hibridos, estabilidad bioldgica
de las moléculas de oligonucledtidos, etc.

El término “soporte solido” puede referirse a cualquier sustrato con el que una sonda de oligonucleétidos puede
acoplarse, a condicién de que retenga sus caracteristicas de hibridacion y a condicion de que el nivel de hibridacién
de referencia permanezca bajo. Normalmente, el sustrato sélido sera una placa de microtitulaciéon, una membrana
(por ejemplo, nailon o nitrocelulosa) o una microesfera (perla) o un chip. Antes de la aplicacién a la membrana o
fijacion puede ser conveniente modificar la sonda de acido nucleico con el fin de facilitar la fijacion o mejorar la
eficiencia de hibridacion. Tales modificaciones pueden englobar resolucion de homopolimeros, acoplamiento con
diferentes grupos reactivos tales como grupos alifaticos, grupos NH;, grupos SH, grupos carboxilicos o acoplamiento
con biotina, haptenos o proteinas.

El término “marcado” se refiere al uso de acidos nucleicos marcados. El marcado puede llevarse a cabo por el uso
de nucledtidos marcados incorporados durante la etapa de polimerasa de la amplificacion tal como se ilustra por
Saiki y col. (1988) o Bej y col. (1990), o cebadores marcados, o por cualquier otro procedimiento conocido para el
experto en la materia. La naturaleza de la marca puede ser isotépica (P, *°S, etc.) o no isotépica (biotina,
digoxigenina, etc.).

La “muestra biolégica” puede ser, por ejemplo, sangre, muestra de la boca o cualquier otra muestra que comprenda
ADN genoémico.

Para disefiar sondas con caracteristicas deseadas pueden aplicarse las siguientes pautas Utiles conocidas para el
experto en la materia.

Debido a que el grado y la especificidad de las reacciones de hibridacién tal como aquellas descritas en la presente
memoria estan afectadas por varios factores, la manipulacién de uno o mas de aquellos factores determinara la
sensibilidad y la especificidad exacta de una sonda particular, tanto si es perfectamente complementaria a su diana
como si no. La importancia y el efecto de diversas condiciones de ensayo se explican adicionalmente en la presente
memoria.

**|a estabilidad del hibrido de acido nucleico de [sonda : diana] debe elegirse para ser compatible con las
condiciones de ensayo. Esto pueden llevarse a cabo evitando secuencias ricas en AT largas, terminando los
hibridos con pares de bases G:C y disefiando la sonda con una Tf apropiada. Los puntos de inicio y fin de la
sonda deben elegirse de manera que la longitud y el % de GC produzcan una Tf de aproximadamente 2-10°C
superior a la temperatura a la que se realizara el ensayo final. La composicion de bases de la sonda es
significativa debido a que pares de bases G-C presentan mayor estabilidad térmica con respecto a pares de
bases A-T debido a puentes de hidrégeno adicionales. Por tanto, la hibridacion que implica acidos nucleicos
complementarios de mayor contenido de G-C serd mas estable a mayores temperaturas.

** También deben tenerse en cuenta condiciones tales como la fuerza idnica y la temperatura de incubacion
bajo las que se usara una sonda cuando se disefie una sonda. Se sabe que el grado de hibridacién aumentara
a medida que aumenta la fuerza iénica de la mezcla de reaccion, y que la estabilidad térmica de los hibridos
aumentara con fuerza iénica creciente. Por otra parte, reactivos quimicos tales como formamida, urea, DMSO y
alcoholes, que rompen enlaces de hidrégeno, aumentaran la rigurosidad de la hibridacion. La desestabilizacion
de los puentes de hidrégeno por tales reactivos puede reducir enormemente la Tf. En general, la hibridacién
Optima para sondas de oligonucleétidos sintéticas de aproximadamente 10-50 bases de longitud se produce
aproximadamente 5°C por debajo de la temperatura de fusién para un duplex dado. La incubacion a
temperaturas por debajo de la 6ptima puede permitir hibridar secuencias de bases desapareadas y, por tanto,
pueden producir especificidad reducida.
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**Se desea tener sondas que se hibridan sélo en condiciones de alta rigurosidad. Bajo condiciones de alta
rigurosidad sélo se formaran hibridos de acidos nucleicos altamente complementarios; no se formaran hibridos
sin un grado de complementariedad suficiente. Por consiguiente, la rigurosidad de las condiciones del ensayo
determina la cantidad de complementariedad necesaria entre dos cadenas de acidos nucleicos que forman un
hibrido. El grado de rigurosidad se elige de forma que se maximice la diferencia en la estabilidad entre el hibrido
formado con el acido nucleico diana y el acido nucleico no diana. **Regiones en el ADN o ARN diana que se
sabe que forman estructuras internas fuertes inhibidoras para la hibridacién son menos preferidas. Asimismo,
deberian evitarse sondas con amplia auto-complementariedad. Como se ha explicado anteriormente, la
hibridacion es la asociacién de dos cadenas individuales de &cidos nucleicos complementarios para formar una
doble cadena unida por hidrégeno. Es implicito que si una de las dos cadenas esta completamente o
parcialmente implicada en un hibrido, serd menos capaz de participar en la formaciéon de un nuevo hibrido.
Pueden ser hibridos intramoleculares e intermoleculares formados dentro de las moléculas de un tipo de sonda
si puede haber suficiente auto-complementariedad. Tales estructuras pueden evitarse mediante el cuidadoso
disefio de las sondas. Disefiando una sonda de manera que una porcion sustancial de la secuencia de interés
sea monocatenaria, la tasa y el grado de hibridacion puede aumentarse enormemente. Estan disponibles
programas informaticos para buscar este tipo de interaccion. Sin embargo, en ciertos casos, puede no ser
posible evitar este tipo de interaccion.

**Las condiciones de hibridacién y lavado convencionales se desvelan en la seccion de Materiales y
procedimientos de los ejemplos. Otras condiciones son, por ejemplo, 3X SSC (solucién salina de citrato de
sodio), 20% de FA (formamida) desionizada a 50°C. También pueden usarse otras disoluciones (SSPE
(solucién salina de fosfato de sodio-EDTA), TMAC (cloruro de tetrametilamonio), etc.) y temperaturas a
condicion de que se mantenga la especificidad y sensibilidad de las sondas. Si se necesita, tienen que llevarse
a cabo ligeras modificaciones de las sondas en longitud o en secuencia para mantener la especificidad y
sensibilidad requerida bajo las circunstancias dadas.

El término “tampdn de hibridacion” significa un tampdn que permite una reaccion de hibridacion entre las sondas
y los &cidos polinucleicos presentes en la muestra, o los productos amplificados, bajo las condiciones de
rigurosidad apropiadas.

El término “disolucién de lavado” significa una disolucién que permite lavar los hibridos formados bajo las
condiciones de rigurosidad apropiadas.

Leyendas de figuras y tablas

La Figura 1 representa un dibujo del resultado de un experimento de LiPA que permite el tipado del alelo de
HLA DRB1*0820. Los numeros se refieren a sondas del kit de 22 generacion descodificador de DRB
(Innogenetics NV, Gante, Bélgica). Las etapas de amplificacion e hibridacion se realizaron como se describe en
el Ejemplo 2.

La Figura 2 representa un dibujo del resultado de un experimento de LiPA que permite el tipado del alelo de
HLA DRB1*04new. Los numeros se refieren a sondas del kit de 22 generacion descodificador de DRB
(Innogenetics NV, Gante, Bélgica). Las etapas de amplificacion e hibridacion se realizaron como se describe en
el Ejemplo 4.

La Figura 3 representa un dibujo del resultado de un experimento de LiPA que permite el tipado del alelo de
HLA DRB4*0lnew. Los numeros se refieren a sondas del kit de 22 generacion descodificador de DRB
(Innogenetics NV, Gante, Bélgica). Las etapas de amplificacion e hibridacion se realizaron como se describe en
el Ejemplo 6.

La Figura 4 representa un dibujo del resultado de un experimento de LiPA que permite el tipado del alelo HLA-
B*3913. Los numeros se refieren a sondas presentes en el kit de HLA-B de LiPA (Innogenetics NV, Gante,
Bélgica). El experimento se realizé como se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 5 representa un dibujo del resultado de un experimento de LiPA que permite el tipado del alelo HLA-
B*1406. Los numeros se refieren a sondas presentes en el kit de HLA-B de LiPA (Innogenetics NV, Gante,
Bélgica). El experimento se realizé como se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 6 representa un dibujo del resultado de un experimento de LiPA que permite el tipado del alelo HLA-
B*51new. Los numeros se refieren a sondas presentes en el kit de HLA-B de LiPA (Innogenetics NV, Gante,
Bélgica). El experimento se realizé como se describe en el Ejemplo 12.

Tabla 5. Cebadores usados para la amplificacién del exén 2/exén 3 del alelo de HLA B*3913, el alelo de HLA
B*1406 y/o el alelo de HLA B*51new.

Tabla 6. Sondas de oligonucleétidos que pueden usarse para el tipado del alelo de HLA B*3913. La primera
columna muestra nimeros de referencia para algunas de las sondas. Las secuencias se facilitan de 5' a 3.
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Tabla 7. Sondas de oligonucleétidos que pueden usarse para el tipado del alelo de HLA B*1406. La primera
columna muestra nimeros de referencia para las sondas. Las secuencias se facilitan de 5'a 3'.

Tabla 8. Sondas de oligonucleétidos que pueden usarse para el tipado del alelo de HLA B*51new. La primera
columna muestra nimeros de referencia para las sondas. Las secuencias se facilitan de 5' a 3'.

Ejemplos

Ejemplo 1. Determinacién de secuencias del alelo HLA-DRB1*0820.

El alelo DRB1*0820 estaba presente en una muestra de sangre de un donante caucasico. La muestra se recogi6é por
el Dr. Bart Vandekerckhove del laboratorio de inmunohematologia en el Bloedtransfusiecentrum Oost-Vlaanderen en
Bélgica. Se prepararon acidos polinucleicos a partir de la muestra de sangre usando el kit de sangre QlAamp
(Qiagen, Hilden, Alemania) segun el protocolo del fabricante. Se realizé una etapa de amplificacion con la mezcla de
cebadores miltiples que consiste en cebadores con SEC ID N° 4 a 9 como cebador de 5' y DRBP3'gen (SEC ID N°
10) como cebador del extremo 3'. El ciclo de reaccion de PRC estuvo compuesto por las siguientes etapas:

5 min a 95°C
35 veces (30 s a 95°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C)
10 min a 72°C.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en Tris-HClI 10 mM a pH 8,3; KClI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,001%
(peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada
cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). El analisis de secuencias de nuclettidos
se realizé usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.) con didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacion. Se obtuvo la siguiente secuencia,
correspondiente al exon 2 del alelo DRB1*0820:

CA CGT TTC TTG GAG TAC TCT ACG TCT GAG TGT CAT TTC TTC AAT
GGG ACG GAG CGG GTG CGG TTC CTG GAC AGA TAC TTC TAT AAC CAA
GAG GAG TAC GTG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC CGG GCG
GTG ACG GAG CTG GGG CGG CCT GAT GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG
AAG GAC TTC CTG GAA GAC AGG CGG GCC CTG GTG GAC ACC TAC TGC
AGA CAC AAC TAC GGG GTT GTG GAG AGC TTC ACA GTG CAG CGG CGa

(SEC ID N° 1)

Ejemplo 2. Tipado del alelo DRB1*0820

El siguiente procedimiento para el tipado del alelo DRB1*0820 en una muestra se basa en la tecnologia de LiPA
(Stuyver y col., 1993). Se extrae ADN de una muestra de sangre con el kit de sangre QlAamp, como se indica en el
Ejemplo 1. Para la etapa de amplificacion pueden usarse diferentes mezclas de cebadores: tanto un par de
cebadores genéricos (tal como SEC ID N° 3 y SEC ID N° 10) como un cebador multiple (tal como la mezcla
compuesta por los cebadores con SEC ID N° 4 a SEC ID N° 9) combinado con un cebador genérico (tal como SEC
ID N° 10) o un cebador genérico combinado con un cebador que engloba el codon dimérfico 86 (tal como SEC ID N°
3 con SEC ID N° 12). La reaccion de amplificacion se lleva a cabo en Tris-HCI 10 mM a pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl,
1,5 mM; 0,001% (peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20
pmoles de cada cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). La reaccion de PCR
esta compuesta por 1 etapa de 5 min a 95°C, 35 ciclos de tres etapas (30 s a 95°C, 20 s a 58°C, 30 sa 72°C) y 1
etapa de 10 min a 72°C. El alelo DRB1*0820 puede tiparse posteriormente por una etapa de hibridacién inversa con
un panel de sondas de oligonucledtidos que se inmovilizan sobre una tira de nitrocelulosa. Un conjunto de sondas
compuesto por las sondas con SEC ID N° 13 a SEC ID N° 17 es suficiente para permitir la diferenciacion entre el
alelo DRB1*0820 y cualquier otro alelo DRB1 presentemente conocido al nivel alélico. Sin embargo, en muestras
clinicas estan presentes dos alelos DRB1 diferentes, que complica el andlisis y necesita el uso de un gran nimero
de sondas. El tipado se complica incluso méas por el hecho de que también existen alelos DRB asociados (DRB3,
DRB4, DRB5), que muestran amplia homologia de secuencias con los alelos DRB1. En la Figura 1, por ejemplo, se
llevé a cabo una reaccion de amplificacién con los cebadores genéricos DRBp5'gen (SEC ID N° 3) y DRBp3'gen
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(SEC ID N° 10), en las condiciones explicadas brevemente anteriormente. El producto amplificado se sometié a un
ensayo de hibridacién inversa usando el kit de 22 generacion descodificador de DRB (Innogenetics NV, Gante,
Bélgica) segun el protocolo del fabricante. Este kit comprende un panel de 62 sondas de oligonucleétidos, que
incluye las sondas con SEC ID N° 13 a 17 de la Tabla 2. La Figura 1 muestra el resultado del ensayo de hibridacion.
Los numeros indican las diferentes sondas que estan presentes sobre la tira. De este resultado puede determinarse
gue el alelo DRB1*0820 estd presente en la muestra, en combinacién con los alelos previamente descritos
DRB1*04012 y los alelos asociados DRB4*01011 y DRB4*0103 (estos alelos asociados tienen secuencias idénticas
en el exdén 2). El fragmento de acido nucleico amplificado del alelo DRB1*0820 se hibrida con las sondas (lineas) 9,
21, 25, 26 y 44 sobre la tira (correspondientes a SEC ID N° 13, 16, 15, 14 y 17 respectivamente).

Ejemplo 3. Determinacién de secuencias del alelo HLA-DRB1*04new.

El alelo DRB1*04new estaba presente en una muestra de sangre de un donante caucasico. La muestra se recogioé
por el Dr. P. Jindra del Hematologicko-onkologicke odd en Plzen, Republica checa. Se prepararon &cidos
polinucleicos a partir de la muestra de sangre usando el kit de sangre QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) segun el
protocolo del fabricante.

En un primer experimento, el exén 2 se clon6 en el vector pGEMt (Promega, Madison, WI, EE.UU.) después de la
amplificacion con el cebador DRBp5'gen (SEC ID N° 3) como cebador de 5' y DRBp3'gen (SEC ID N° 10) como
cebador de 3'. El ciclo de reaccion de PRC estuvo compuesto por las siguientes etapas:

5 min a 95°C
35 veces (30 s a 95°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C)
10 min a 72°C.

La reacciéon de PCR se llevdo a cabo en Tris-HClI 10 mM a pH 8,3; KCl 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,041%
(peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada
cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). El andlisis de secuencias de nucle6tidos
se realizé usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.) con didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los cebadores SP6 y T7 proporcionados por Eurogentec (Seraing, Bélgica). Se obtuvo la
siguiente secuencia, correspondiente al exon 2 del alelo DRB1*04new:

G ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAG GTT AAA CCT GAG

TGT CAT TTC TTC AAC GGG ACG GAG CGG GTG CGG TTC CTG GAC AGA TAC

TTC TAT CAC CAA GAG GAG TAC GTG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG

TAC CGG GCG GIG ACG GAG CTG GGG CGG CCT GAT GCC GAG TAC TGG AAC

AGC CAG AAG GAC CTC CTG GAG CAG AAG CGG GCC GCG GTG GAC ACC TAC

TGC AGA CAC AAC TAC GGG GTT GGT GAG AGC TTC ACA GTG CAG CGG CGA
(SEC ID N° 68)

La posicion de los cebadores genéricos usados para la amplificacion del exén 2 se muestra en negrita.

En un segundo experimento, el exén 2 se amplificé con el cebador DRBp5'DR4 (SEC ID N° 52) como cebador de 5'
y DRBp3'gen (SEC ID N° 10) como cebador de 3'. El ciclo de reaccion de PRC estuvo compuesto por las siguientes
etapas:

5 min a 95°C
35 veces (30 s a 95°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C)
10 min a 72°C.

La reacciéon de PCR se llevdo a cabo en Tris-HClI 10 mM a pH 8,3; KCl 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,001%
(peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada
cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). El andlisis de secuencias de nucle6tidos
se realizé usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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EE.UU.) con didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacion. Se obtuvo la siguiente secuencia,
correspondiente al exon 2 del alelo DRB1*04new:

A CGT TTC TTG GAG CAG GTT AAA CCT GAG TGT CAT TTC TTC AAC GGG ACG
GAG CGG GTG CGG TTC CTG GAC AGA TAC TTC TAT CAC CAA GAG GAG TAC
GTG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC CGG GCG GTG ACG GAG CTG
GGG CGG CCT GAT GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAC CTC CTG GAG
CAG AAG CGG GCC GCG GTG GAC ACC TAC TGC AGA CAC AAC TAC GGG GTT

GGT GAG AGC TTC ACA GTG CAG CGG CGA (SEC ID N° 69)

La posicion de los cebadores usados para la amplificacion del exén 2 se muestra en negrita.

Ejemplo 4. Tipado del alelo DRB1*04new.

El siguiente procedimiento para el tipado del alelo DRB1*04new en una muestra se basa en la tecnologia de LiPA
(Stuyver y col., 1993). Se extrae ADN de una muestra de sangre con el kit de sangre QlAamp, como se indica en el
Ejemplo 3. Para la etapa de amplificacion pueden usarse diferentes mezclas de cebadores: tanto un par de
cebadores genéricos (tal como SEC ID N° 3 y SEC ID N° 10) como un cebador multiple (tal como la mezcla
compuesta por los cebadores con SEC ID N° 4 a SEC ID N° 9 o la mezcla compuesta de cebadores con SEC ID N°
4,5,52,7, 8y 9) combinado con un cebador genérico (tal como SEC ID N° 10) o un cebador genérico combinado
con un cebador que engloba el codon dimdrfico 86 (tal como SEC ID N° 3 con SEC ID N° 12). La reaccién de
amplificacion se lleva a cabo en Tris-HCI 10 mM a pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,001% (peso/volumen) de
gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada cebador y 1 U de
AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). La reaccidon de PCR esta compuesta por 1 etapa de 5 min
a 95°C, 35 ciclos de tres etapas (30 s a 95°C, 20 s a 58°C, 30 s a 72°C) y 1 etapa de 10 min a 72°C. El alelo
DRB1*04new puede tiparse posteriormente por una etapa de hibridacidon inversa con un panel de sondas de
oligonucleétidos que se inmovilizan sobre una tira de nitrocelulosa. Un conjunto de sondas compuesto por las
sondas con SEC ID N° 55 a SEC ID N° 61 es suficiente para permitir la diferenciacion entre el alelo DRB1*04new y
cualquier otro alelo DRB1 presentemente conocido al nivel alélico. Sin embargo, en muestras clinicas estan
presentes dos alelos DRB1 diferentes, que complica el analisis y necesita el uso de un gran nimero de sondas. El
tipado se complica incluso mas por el hecho de que también existen alelos DRB asociados (DRB3, DRB4, DRB5),
que muestran amplia homologia de secuencias con los alelos DRB1. En la Figura 2, por ejemplo, se llevé a cabo
una reaccién de amplificacion con los cebadores genéricos DRBp5'gen (SEC ID N° 3) y DRBp3'gen (SEC ID N° 10),
en las condiciones explicadas brevemente anteriormente. El producto amplificado se someti6 a un ensayo de
hibridacion inversa usando el kit de 22 generacion descodificador de DRB (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) segun
el protocolo del fabricante. Este kit comprende un panel de 62 sondas de oligonucleétidos, que incluye las sondas
con SEC ID N° 55 a 61 de la Tabla 3. La Figura 2 muestra el resultado del ensayo de hibridacion. Los ndmeros
indican las diferentes sondas que estan presentes sobre la tira. De este resultado puede determinarse que el alelo
DRB1*04new (lineas 12, 26, 36, 37, 42, 43, 56) esta presente en la muestra, en combinacion con los alelos
previamente descritos DRB1*1104 (lineas 2, 9, 25, 30, 33, 44, 56) y dos de los alelos asociados DRB4*01011 (lineas
15, 36, 41, 44, 60, 62) y DRB3*0202 (lineas 6, 26, 36, 43, 60). El fragmento de &cido nucleico amplificado del alelo
DRB1*04new se hibrida con las sondas (lineas) 12, 26, 36, 37, 42, 43 y 56 sobre la tira (correspondientes a SEC ID
N° 55, 58, 60, 61, 56, 57 y 59 respectivamente).

Ejemplo 5. Determinacién de secuencias del alelo HLA-DRB4*01new.

El alelo DRB4*01new estaba presente en una muestra de sangre de un donante caucasico. La muestra se recogio
por el Dr. Bohuslava Jilkova del HLA-Laboratory en Hradec Kralove, Republica checa. Se prepararon &cidos
polinucleicos a partir de la muestra de sangre usando el kit de sangre QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) segun el
protocolo del fabricante.

En un primer experimento, el exén 2 se clond en el vector pGEMt (Promega, Madison, WI, EE.UU.) después de la
amplificacion con el cebador DRBp5'intron (SEC ID N° 53) como cebador de 5' y DRBp3'intron (SEC ID N° 107)
como cebador de 3'. El ciclo de reaccion de PRC estuvo compuesto por las siguientes etapas:

5 min a 95°C

35 veces (30 s a 95°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C)
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10 min a 72°C.

La reaccién de PCR se llevé a cabo en Tris-HCI 10 mM a pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,001%
(peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada
cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). El andlisis de secuencias de nucle6tidos
se realizé usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.) con didesoxinucleétidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los cebadores SP6 y T7 proporcionados por Eurogentec (Seraing, Bélgica). Se obtuvo la
siguiente secuencia, correspondiente al exon 2 del alelo DRB4*01new:

AC CGG ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAG GCT AAG TGT

GAG TGT CAT TTC CTC AAT GGG ACG GAG CGA GTG TGG AAC CTG ATC AGA TAC
ATC TAT AAC CAA GAG GAG TAC GCG CGC TAC AAC AGT GAT CTG GGG GAG TAC
CAG GCG GTG ACG GAG CTG GGG CGG CCT GAC GCT GAG TAC TGG AAC AGC CAG
AAG GAC CTC CTG GAG CGG AGG CGG GCC GAG GTG GAC ACC TAC TGC AGA TAC
AAC TAC GGG GTT GTG GAG AGC TTC ACA GTG CAG CGG CGA GGT GAG CAT GGT

GGA GGG CGG G (SEC ID N° 70)

La posicion de los cebadores usados para la amplificacién del exén 2 se muestra en negrita.

En un segundo experimento, el exdén 2 se amplificé con el cebador DRB4p5' (SEC ID N° 54) como cebador de 5'y
DRBp3'gen (SEC ID N° 10) como cebador de 3'. El ciclo de reaccion de PRC estuvo compuesto por las siguientes
etapas:

5 min a 95°C
35 veces (30 s a 95°C; 20 s a 58°C; 30 s a 72°C)
10 min a 72°C.

La reaccién de PCR se llevé a cabo en Tris-HCI 10 mM a pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 0,001%
(peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada
cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). El analisis de secuencias de nucleétidos
se realizé usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.) con didesoxinucleétidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacion. Se obtuvo la siguiente secuencia,
correspondiente al exon 2 del alelo DRB1*04new:

TAA GTG TGA GTG TCA TTT CCT CAA TGG GAC GGA GCG AGT GTG GAA CCT GAT
CAG ATA CAT CTA TAA CCA AGA GGA GTA CGC GCG CTA CAA CAG TGA TCT GGG
GGA GTA CCA GGC GGT GAC GGA GCT GGG GCG GCC TGA CGC TGA GTA CTG GAA
CAG CCA GAA GGA CCT CCT GGA GCG GAG GCG GGC CGA GGT GGA CAC CTA CTG
CAG ATC AAC TAC GGG GTIT GTG GAG AGC TTC ACA GTG CAG CGG CGA

(SEC ID N° 71)

La posicion de los cebadores usados para la amplificacién del exén 2 se muestra en negrita.

Ejemplo 6. Tipado del alelo DRB4*01new.

El siguiente procedimiento para el tipado del alelo DRB4*01new en una muestra se basa en la tecnologia de LiPA
(Stuyver y col., 1993). Se extrae ADN de una muestra de sangre con el kit de sangre QlAamp, como se indica en el
Ejemplo 5. Para la etapa de amplificacion pueden usarse diferentes combinaciones de cebadores de 5' y de 3': por
ejemplo, tanto un par de cebadores genéricos (tal como SEC ID N° 3y SEC ID N° 10 o SEC ID N° 53 y SEC ID N°
107) como un cebador especifico tal como SEC ID N° 54, posiblemente en una mezcla compuesta por otros
cebadores de 5' usados para la amplificacion de diferentes alelos DRB (por ejemplo SEC ID N° 4 a 9) combinado
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con un cebador genérico (tal como SEC ID N° 10 6 107) o un cebador genérico combinado con un cebador que
engloba el coddén dimérfico 86 (tal como SEC ID N° 3 con SEC ID N° 12). La reaccion de amplificacion se lleva a
cabo en Tris-HCI 10 mM a pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl; 1,5 mM; 0,001% (peso/volumen) de gelatina; 200 uM de dATP,
dGTP, dCTP, dTTP (concentraciones finales) y 20 pmoles de cada cebador y 1 U de AmpliTaq (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EE.UU.). La reaccion de PCR esta compuesta por 1 etapa de 5 min a 95°C, 35 ciclos de tres etapas
(30 s a 95°C, 20 s a 58°C, 30 s a 72°C) y 1 etapa de 10 min a 72°C. El alelo DRB4*01new puede tiparse
posteriormente por una etapa de hibridacion inversa con un panel de sondas de oligonucleétidos que se inmovilizan
sobre una tira de nitrocelulosa. Un conjunto de sondas compuesto por las sondas con SEC ID N° 62 a SEC ID N° 66
es suficiente para permitir la diferenciacion entre el alelo DRB4*01new y cualquier otro alelo DRB4 presentemente
conocido al nivel alélico. El tipado se complica incluso mas por el hecho de que también existen alelos DRB1 y otros
alelos asociados (DRB3, DRB4, DRB5) que muestran amplia homologia de secuencias con los alelos DRB4. Esto
complica el andlisis y necesita el uso de un gran nimero de sondas. En la Figura 3, por ejemplo, se llevé a cabo una
reaccion de amplificacion con los cebadores genéricos DRBp5'gen (SEC ID N° 3) y DRBp3'gen (SEC ID N° 10), en
las condiciones explicadas brevemente anteriormente. El producto amplificado se someti6 a un ensayo de
hibridacion inversa usando el kit de 22 generacion descodificador de DRB (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) segun
el protocolo del fabricante. Este kit comprende un panel de 62 sondas de oligonucleétidos, que incluye las sondas
con SEC ID N° 62 a 66 de la Tabla 4. La Figura 3 muestra el resultado del ensayo de hibridacién. Los numeros
indican las diferentes sondas que estan presentes sobre la tira. De este resultado puede determinarse que el alelo
DRB4*01new esta presente en la muestra, en combinacion con los alelos previamente descritos DRB1*0403 (lineas
15, 20, 26, 36, 37, 42, 44), DRB1*1301 (lineas 9, 16, 23, 26, 28, 30, 44, 56) y DRB3*0206 (lineas 6, 26, 36, 43). El
fragmento de &cido nucleico amplificado del alelo DRB4*01new se hibrida con las sondas (lineas) 15, 36, 44, 60 y 62
sobre la tira (correspondientes a SEC ID N° 62, 63, 64, 65 y 66 respectivamente).

Ejemplo 7. Determinacién de secuencias del alelo HLA-B*3913.

El alelo B*3913 estaba presente en una muestra de sangre de un donante caucasico brasilefio. La muestra se
recogio por el Dr. ME Moraes del Lab de Immunogenética, HSE/INCA, Rio de Janeiro, Brasil. Se prepararon &cidos
polinucleicos a partir de la muestra de sangre usando el kit de sangre QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) segun el
protocolo del fabricante. Se realiz6 una etapa de amplificacion con cebadores IBPIN1 e IBPIN3. La reaccion de PCR
consistio en las siguientes etapas:

1 min a 96°C

5 veces (30 s a 95°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C)
5 veces (30 s a 95°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C)
10 veces (30 s a 95°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C)
15 veces (30 s a 95°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C)
10 min a 72°C

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en Tris-HCI 50 mM a pH 9,2, (NH4)2S0416 mM, 200 uM de dNTP, 2,5 U
de Taq polimerasa, MgCl, 1,5 mM, 15 pmoles de cada cebador y 0,1 a 0,5 pg de ADN. El analisis de secuencias de
nucledtidos se realizd usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE.UU.) con didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacion. Se obtuvieron las siguientes secuencias,
correspondiente al exdn 2 y al exén 3 del alelo B*3913:

GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCTCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGC
TTCATCTCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGAGGTTCGACAGCGACGCCGCGAG
TCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCGGG
AGACACAGATCTCCAAGACCAACACACAGACTTACCGAGAGAGCCTGCGGAACCTGCGCGGC
TACTACAACCAGAGCGAGGCCG exon 2 (SEC ID N° 22)
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GGTCTCACACCCTCCAGAGGATGTACGGCTGCGACGTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGC
GGGCATAACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGAGCTC
CTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCTCAGATCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGTGG

CGGAGCAGCTGAGAACCTACCTGGAGGGCACCGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAG

AACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGG exon 3 (SEC ID N° 23)

Ejemplo 8. Tipado del alelo B*3913.

El siguiente procedimiento, que puede usarse para tipar el alelo B*3913 en una muestra, se basa en la tecnologia de
LiPA (Stuyver y col., 1993). Se extraen acidos nucleicos de una muestra de sangre con el kit de sangre QlAamp,
como se indica en el Ejemplo 7. Para la etapa de amplificacion se usa el par de cebadores IBPIN1 (SEC ID N° 26) e
IBPIN3 (SEC ID N° 27). La reaccion de PCR se realiza bajo las mismas condiciones que en el Ejemplo 7. El alelo
HLA-B*3913 puede tiparse posteriormente por una etapa de hibridacién inversa con un panel de sondas de
oligonucledtidos que se inmovilizan sobre una tira de nitrocelulosa. Por ejemplo, la Figura 4 muestra el resultado de
un ensayo de hibridacion inversa segun la técnica de LiPA. Después de una etapa de amplificacibn como se ha
descrito anteriormente, los acidos nucleicos amplificados se hibridaron con un panel de 60 sondas usando el kit de
HLA-B de LiPA (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) segun el protocolo del fabricante. Del resultado mostrado en la
Figura 4 puede derivarse que la muestra contuvo el alelo HLA-B*3913, en combinacién con el alelo HLA-B*52012
conocido. Los numeros en la Figura 4 indican sondas que estan presentes sobre la tira (obsérvese que estas sondas
no son las mismas sondas que aquellas en las Figuras 1-3). El fragmento de acido nucleico amplificado del alelo
HLA-B*3913 se hibrida con las siguientes sondas (lineas) sobre la tira: 2 (SEC ID N° 30), 7 (SEC ID N° 32), 10 (SEC
ID N° 34), 13 (SEC ID N° 35), 18 (SEC ID N° 36), 19 (SEC ID N° 37), 26 (SEC ID N° 39), 28 (SEC ID N° 42), 36 (SEC
ID N° 47), 38 (SEC ID N° 45), 50 (SEC ID N° 38), 53 (SEC ID N° 43) y 56 (SEC ID N° 28).

Ejemplo 9. Determinacién de secuencias del alelo HLA-B*1406.

El alelo B*1406 estaba presente en una muestra de sangre de un donante caucasico belga. La muestra se recogi6é
por el Dr. MP Emonds del Bloodtransfusion Center, Lovaina, Bélgica. Se prepararon acidos polinucleicos a partir de
la muestra de sangre usando el kit de sangre QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) segin el protocolo del fabricante.
Se realizé una etapa de amplificacion con cebadores IBPIN1 e IBPIN3. La reaccion de PCR consisti6 en las
siguientes etapas:

1 min a 96°C

5 veces (30 s a 95°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C)
5 veces (30 s a 95°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C)
10 veces (30 s a 95°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C)
15 veces (30 s a 95°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C)
10 min a 72°C

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en Tris-HCI 50 mM a pH 9,2, (NH4)2SO4 16 mM, 200 uM de dNTP, 2,5 U
Taq polimerasa, MgCl, 1,5 mM, 15 pmoles de cada cebador y 0,1 a 0,5 ug de ADN. El andlisis de secuencias de
nucledtidos se realizd6 usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE.UU.) con didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacion. Se obtuvieron las siguientes secuencias,
correspondiente al exdn 2 y al exén 3 del alelo B* 1406:
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GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGE
TTCATCTCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGT TCGTGAGGTTCGACAGCGACGCCGCGAG
TCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAATATTGGGACCGGA
ACACACAGATCTGCAAGACCAACACACAGACTGACCGAGAGAGCCTGCGGAACCTGCGCGGC
TACTACAACCAGAGCGAGGCCG exon 2 (SEC ID N° 72)

GGTCTCACACCCTCCAGAGGATGTACGGCTGCGACGTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGC
GGGTATAACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGAGCTC
CTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCTCAGATCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGAGG
CGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAG
AACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGG exon 3 (SEC ID N°73)

Ejemplo 10. Tipado del alelo B*1406.

El siguiente procedimiento, que puede usarse para tipar el alelo B*1406 en una muestra, se basa en la tecnologia de
LiPA (Stuyver y col., 1993). Se extraen acidos nucleicos de una muestra de sangre con el kit de sangre QlAamp,
como se indica en el Ejemplo 9. Para la etapa de amplificacion se usa el par de cebadores IBPIN1 (SEC ID N° 26) e
IBPIN3 (SEC ID N° 27). La reaccién de PCR se realiza bajo las mismas condiciones que en el Ejemplo 9. El alelo
HLA-B*1406 puede tiparse posteriormente por una etapa de hibridacion inversa con un panel de sondas de
oligonucledtidos que se inmovilizan sobre una tira de nitrocelulosa. Por ejemplo, la Figura 5 muestra el resultado de
un ensayo de hibridacion inversa segun la técnica de LiPA. Después de una etapa de amplificacibn como se ha
descrito anteriormente, los acidos nucleicos amplificados se hibridaron con un panel de 60 sondas usando el kit de
HLA-B de LiPA (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) segun el protocolo del fabricante. Del resultado mostrado en la
Figura 5 puede derivarse que la muestra contuvo el alelo HLA-B*1406. Los nimeros en la Figura 5 indican sondas
gue estan presentes sobre la tira (obsérvese que estas sondas no son las mismas sondas que aquellas en las
Figuras 1-3). El fragmento de acido nucleico amplificado del alelo HLA-B*1406 se hibrida con las siguientes sondas
(lineas) sobre la tira: 2 (SEC ID N° 30), 7 (SEC ID N° 32), 9 (SEC ID N° 79), 16 (SEC ID N° 80), 17 (SEC ID N° 81),
19 (SEC ID N° 37), 26 (SEC ID N° 83), 31 (SEC ID N° 87), 36 (SEC ID N° 47), 50 (SEC ID N° 82) y 55 (SEC ID N°
89).

Ejemplo 11. Determinacién de secuencias del alelo HLA-B*51new.

El alelo B*51new estaba presente en una muestra de sangre de un donante caucasico brasilefio. La muestra se
recogi6é por el Dr. ME Moraes del Lab de Immunogenética, HSE/INCA, Rio de Janeiro, Brasil. Se prepararon acidos
polinucleicos a partir de la muestra de sangre usando el kit de sangre QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) segun el
protocolo del fabricante. Se realizé una etapa de amplificacion con cebadores IBPIN1 e IBPIN3. La reaccion de PCR
consistid en las siguientes etapas:

1 min a 96°C

5 veces (30 s a 95°C; 50 s a 64°C; 50 s a 72°C)
5 veces (30 s a 95°C; 50 s a 62°C; 50 s a 72°C)
10 veces (30 s a 95°C; 50 s a 60°C; 50 s a 72°C)
15 veces (30 s a 95°C; 50 s a 55°C; 50 s a 72°C)
10 min a 72°C

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en Tris-HCI 50 mM a pH 9,2, (NH4)2SO4 16 mM, dNTP 200 pM, 2,5 U
Taq polimerasa, MgCl, 1,5 mM, 15 pmoles de cada cebador y 0,1 a 0,5 ug de ADN. El andlisis de secuencias de
nucledtidos se realizd6 usando un secuenciador de ADN automatizado modelo 373A (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE.UU.) con didesoxinucledtidos marcados con fluorescencia (PrismTM Ready Reaction Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los cebadores usados para la reaccion de
secuenciacion fueron los mismos que para la etapa de amplificacion. Se obtuvieron las siguientes secuencias,
correspondiente al exdn 2 y al exén 3 del alelo B*51new:
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GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTACACCGCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGCCCCGC
TTCATCTCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGAGGTTCGACAGCGACGCCGCGAG
TCCGAGAGAGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAATATTGGGACCGGA
ACACACAGATCTGCAAGACCAACACACAGACTGACCGAGAGAGCCTGCGGAACCTGCGCGGC
TACTACAACCAGAGCGAGGCCG exon 2 (SEC ID N° 74)

GGTCTCACACCCTCCAGAGGATGTACGGCTGCGACGTGGGGCCGGACGGGCGCCTCCTCCGL
GGGTATAACCAGTTCGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAACGAGGACCTGAGCTC
CTGGACCGCGGCGGACACCGCGGCTCAGATCACCCAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCGTGAGG
CGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGACACCTGGAG
AACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCGCGG exon 3 (SEC ID N° 75)

Ejemplo 12. Tipado del alelo B*51new.

El siguiente procedimiento, que puede usarse para tipar el alelo B*1406 en una muestra, se basa en la tecnologia de
LiPA (Stuyver y col., 1993). Se extraen acidos nucleicos de una muestra de sangre con el kit de sangre QlAamp,
como se indica en el Ejemplo 11. Para la etapa de amplificacion se usa el par de cebadores IBPIN1 (SEC ID N° 26)
e IBPIN3 (SEC ID N° 27). La reaccion de PCR se realiza bajo las mismas condiciones que en el Ejemplo 11. El alelo
HLA-B*51new puede tiparse posteriormente por una etapa de hibridacién inversa con un panel de sondas de
oligonucledtidos que se inmovilizan sobre una tira de nitrocelulosa. Por ejemplo, la Figura 6 muestra el resultado de
un ensayo de hibridacion inversa segun la técnica de LiPA. Después de una etapa de amplificacibn como se ha
descrito anteriormente, los acidos nucleicos amplificados se hibridaron con un panel de 60 sondas usando el kit de
HLA-B de LiPA (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) segun el protocolo del fabricante. Del resultado mostrado en la
Figura 6 puede derivarse que la muestra contuvo el alelo HLA-B*51new, en combinacion con el alelo HLA-B*1501
conocido. Los numeros en la Figura 6 indican sondas que estan presentes sobre la tira (obsérvese que estas sondas
no son las mismas sondas que aquellas en las Figuras 1-3). El fragmento de acido nucleico amplificado del alelo
HLA-B*51new se hibrida con las siguientes sondas (lineas) sobre la tira: 3 (SEC ID N° 90), 6 (SEC ID N° 91), 9 (SEC
ID N° 79), 14 (SEC ID N° 92), 18 (SEC ID N° 93), 23 (SEC ID N° 98), 31 (SEC ID N° 87), 35 (SEC ID N° 99), 46 (SEC
ID N° 94), 49 (SEC ID N° 95), 52 (SEC ID N° 100), 55 (SEC ID N° 89).
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<151> 20-04-1998

<160> 107

<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1
<211> 269
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 1
cacgtttctt ggagtactct
ggttcctgga cagatactte
gggagtaccg ggcggtgacyg
aggacttcct ggaagacagg
ttgtggagag cttcacagtg
<210> 2
<211> 89
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Arg Phe Leu Glu Tyr
1 5
Glu Arg Val Arg Phe
20
Val Arg Phe Asp Ser
35
Gly Arg Pro Asp Ala
50
Asp Arg Arg Ala Leu
65
Val Glu Ser Phe Thr
85
<210> 3
<211> 24

acgtctgagt gtcatttctt
tataaccaag aggagtacgt
gagctggggce ggcctgatge
cgggccctgg tggacaccta

cagcggcga

Ser

Leu

Asp

Glu

Val

70

Val

Thr

Val
Tyr
55

Asp

Gln

Ser

Arg

Gly

40

Trp

Thr

Arg

Glu Cys
10

Tyr Phe
25

Glu Tyr

Asn Ser

Tyr Cys

Arg

24

His Phe

Tyr Asn

Arg Ala

Gln Lys

60

Arg His
75

caatgggacg
gcgecttegac
cgagtactgg
ctgcagacac

Phe

Gln

Val

45

Asp

Asn

gagcgggtge 60

agcgacgtgg 120
aacagccaga 180
aactacgggg 240

Asn

Glu

30

Thr

Phe

Tyr

269

Gly Thr
15

Glu Tyr

Glu Leu

Leu Glu

Gly Val
80
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3
gatccttegt gtccccacag cacg

<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
ccccacagca cgtttcttgg agtactc

<210>5

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
tgtccccaca geacgtttct tgtg

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
tttcttggag caggttaaac

<210>7

<211>25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
cacgtttctt gaagcaggat aagtt

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
cacagcacgt ttcttggagg

<210>9

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>9
ctgtggcagc ctaagagg

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
tcgcegcetge actgtgaagc tc

<210> 11
<211>16
<212> ADN

25

24

27

24

20

25

20

18
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<213> Homo sapiens

<400> 11
attcccgegce cgegct

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
ctgcactgtg aagctctcca

<210> 13

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
gtactctacg tctgagtg

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
gcctgatgec gagtactgg

<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
agaaggactt cctggaaga

<210> 16

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
agccaggegg gecetggtgg a

<210> 17

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
ggggttgtgg agage

<210> 18

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
ttcttcaatg ggacggag

<210>19

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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26

16

20
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19
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<400> 19
ttcctggaca gatacttc

<210> 20

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
caagaggagt acgtgcge

<210> 21

<211>18

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 21
ggggagtacc gggcggtg

<210> 22

<211> 270

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22

gctcccactc
gcttcatctc
cgagtccgag
accgggagac
tgcgcggcta

catgaggtat
agtgggctac
agaggagccg
acagatctcc
ctacaaccag

<210> 23

<211> 276

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 23

ggtctcacac cctccagagg
ccagttcgcec
gctcctggac cgcggcggac
gtgtggcgga gcagctgaga
cgggaaggag

gcgggcataa

acctggagaa

<210> 24

<211>90

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 24
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ttctacacct
gtggacgaca
cgggcgecgt
aagaccaaca
agcgaggccg

atgtacggct
tacgacggca
accgcggctc
acctacctgg
acgctgcagc

ccgtgtcecccg
cgcagttcgt
ggatagagca
cacagactta

gcgacgtggg gccggacggg
aggattacat cgccctgaac
agatcaccca gcgcaagtgg

agggcacgtg cgtggagtgg

gcgcgg

27

18

18

18

gcccggcecege
gaggttcgac
ggaggggccyg
ccgagagagc

ggggagcccc
agcgacgccg
gagtattggg
ctgcggaacc

60

120
180
240
270

cgcctectce 60
gaggacctga
gaggcggcecc
ctccgcagat

120
180
240
276
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Arg
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Ala
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65

Leu

Ser

Gly

vVal

Pro

50

Ile

Arg

<210> 25
<211>92
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25
Gly Ser His Thr

1

His

Glu

Arg

Trp

Ser

Gly

Ser

Pro

20

Phe

Ile

Lys

Tyr

Gly Arg Leu Leu

20

Tyr Ile Ala Leu

35

Ala Ala Gln Ile

50

Gln Leu Arg Thr

65

Tyr Leu Glu Asn

<210> 26
<211> 22
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 26
gggaggagcg aggggaccsc ac

<210> 27
<211> 23
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 27
ggaggccatc cceggegacc tat

Met

Arg

Asp

Glu

Thr

Tyr
85

Leu Gln

Arg

Asn

Thr

Tyr

Gly
85

Gly

Glu

Gln

Leu

Lys

Arg

Phe

Ser

Gln

Asn

70

Asn

70

Arg

His

Asp

Arg

Glu

Glu

Tyr

Ile

Asp

Glu

55

Thr

Gln

55
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Phe Tyr

Ser Val

Thr Ser Val S

10

25

Ala Ala

40

Gly Pro

Gln Thr

Ser Glu

Met Tyr

Asn Gln

25

Leu Ser

40

Lys Trp

Gly Thr

Thr Leu

60

Tyr Arg Glu S

15

Ala

90

Gly

10

Phe

Ser

Glu

Cys

Gln
90

28

Cys Asp Val

Ala Tyr Asp

Trp Thr Ala

45

Ala Ala Arg
60

Val Glu Trp
75

Arg Ala

22

23

er Arg Pro
15

Gly Tyr Val Asp Asp Thr

30

Ser Pro Arg Glu Glu Pro

45

Glu Tyr Trp Asp Arg Glu

er Leu Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Asn
80

Gly Pro Asp

15

Gly Lys Asp

30

Ala Asp Thr

Val Ala Glu

Leu Arg Arg
80
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<210> 28

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
gggacacgga ggtgtaga

<210> 29

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29
ccggeccggce cgcggg

<210> 30

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30
gcttcatctc agtgggcet

<210> 31

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31
gttcgtgagg ttcgaca

<210> 32

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32
gagtccgaga gaggagcecg

<210> 33

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33
ggccggagta ttgggac

<210> 34

<211> 18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 34
ggaccgggag acacagat

<210> 35

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35
agatctccaa gaccaac

<210> 36

ES 2390017 T3
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16

18

17
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17
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<211>17
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 36
cacagactta ccgagag

<210> 37

<211> 17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 37
accgagagag cctgcgg

<210> 38

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 38
cggaacctgc gcggcta

<210> 39

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 39
agaggatgta cggctgc

<210> 40

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 40
gacgtggggc cggacg

<210> 41

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 41
gacgggcgcc tecteeg

<210> 42

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 42
tcctecgegg geataaccag

<210> 43

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 43
gggcataacc agttcgect

<210> 44
<211>18

ES 2390017 T3
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16
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 44
gaggacctga gctcctgg

<210> 45

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45
cggccecgtgt ggeggag

<210> 46

<211>18

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 46
gcagctgaga acctacct

<210> 47

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 47
tggagggcac gtgcgtg

<210> 48

<211>16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 48
cgtggagtgg ctecge

<210> 49

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 49
tccgcagata cctggaga

<210> 50

<211> 243

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 50

tttcttggag
cctggacaga
gtaccgggceg
cctcectggag
tga

<210> 51
<211> 80
<212> PRT

caggttaaac
tacttctatc
gtgacggagc
cagaagcggg

<213> Homo sapiens

ES 2390017 T3

ctgagtgtca
accaagagga
tggggcggcce
ccgcggtgga

18

17

18

17

16

18

tttcttcaac
gtacgtgcgc
tgatgccgag
cacctactgc

31

gggacggagc
ttcgacageg
tactggaaca
agacacaact

gggtgcggtt
acgtggggga
gccagaagga
acggggttgg

60

120
180
240
243
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<400> 51

ES 2390017 T3

Phe Leu Glu Gln Val Lys Pro Glu Cys His Phe Phe Asn Gly Thr Glu

1 5

15

Arg Val Arg Phe Leu Asp Arg Tyr Phe Tyr His Gln Glu Glu Tyr Val

20

25

30

Arg Phe Asp Ser Asp Val Gly Glu Tyr Arg Ala Val Thr Glu Leu Gly

35

40

45

Arg Pro Asp Ala Glu Tyr Trp Asn Ser Gln Lys Asp Leu Leu Glu Gln

50

55

60

Lys Arg Ala Ala Val Asp Thr Tyr Cys Arg His Asn Tyr Gly Val Gly

65 70

<210> 52

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 52
acgtttcttg gagcaggtta aac

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 53
accggatcct tcgtgtecce acag

<210> 54

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54
taagtgtgag tgtcatttc

<210> 55

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55
cagaagcggg ccgeg

<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56
atcaccaaga ggagtacgtg

<210> 57
<211> 20

32

75 80

23

24

19

15

20
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 57
cacaactacg gggttggtga

<210> 58

<211> 19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58
gcctgatgece gagtactgg

<210> 59

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 59
gcecgeggtgg acacc

<210> 60

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 60
ccagaaggac ctcctgga

<210> 61

<211>21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 61
cagatacttc tatcaccaag a

<210> 62

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 62
gggccgaggt ggaca

<210> 63

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 63
ccagaaggac ctcctgga

<210> 64

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 64
ggggttgtgg agagc

<210> 65
<211> 16
<212> ADN

ES 2390017 T3
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19

15

18

21

15

18

15
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<213> Homo sapiens

<400> 65
gaggagtacg cgcgct

<210> 66

<211>16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66
gagcgagtgt ggaacc

<210> 67

<211> 270

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 67

ES 2390017 T3

16

16

cacgtttctt
ggaacctgat
gggagtacca
aggacctcct
ttgtggagag

<210> 68
<211> 289
<212> ADN

ggagcaggct
cagatacatc
ggcggtgacg
ggagcggagyg
cttcacagtg

<213> Homo sapiens

<400> 68

gatccttegt
caacgggacg
gcgcttcgac
cgagtactgg
ctgcagacac

<210> 69
<211> 268
<212> ADN

gtccccacag
gagcgggtgce
agcgacgtgg
aacagccaga
aactacgggg

<213> Homo sapiens

<400> 69

acgtttcttg gagcaggtta
gttcctggac agatacttct
ggagtaccgg gcggtgacgg
ggacctcctg gagcagaagc

aagtgtgagt gtcatttcct
tataaccaag aggagtacgc
gagctggggce ggcctgacge
cgggccgagg tggacaccta
cagcggcgag

cacgtttctt
ggttcctgga
gggagtaccg
aggacctcct
ttggtgagag

aacctgagtg tcatttctte
atcaccaaga ggagtacgtg
agctggggcg gcctgatgcece
gggccgeggt ggacacctac

tggtgagagc ttcacagtge agcggega

<210> 70
<211> 315
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 70

ggagcaggtt
cagatacttc
ggcggtgacg
ggagcagaag
cttcacagtg

34

caatgggacg
gcgctacaac
tgagtactgg
ctgcagatac

aaacctgagt
tatcaccaag
gagctggggce
cgggccgcgg
cagcggcga

aacgggacgg
cgcttcgaca

gagtactgga
tgcagacaca

gagcgagtgt 60
agtgatctgg 120
aacagccaga 180
aactacgggg 240

270

gtcatttctt 60
aggagtacgt 120
ggcctgatge 180
tggacaccta 240

289

agcgggtgceg 60
gcgacgtggg 120
acagccagaa 180
actacggggt 240

268



10

15

20

25

30

accggatcct
tcctcaatgg
acgcgcgcta
acgctgagta
cctactgcag
atggtggagg

<210>71
<211> 249
<212> ADN

tcgtgtcccc
gacggagcga
caacagtgat
ctggaacagce
atacaactac

gcggg

<213> Homo sapiens

<400> 71

taagtgtgag tgtcatttcc
ctataaccaa gaggagtacg
ggagctgggg cggcctgacg
gcgggccgag gtggacacct

cagcggcga

<210> 72
<211> 270
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 72
gctcccactc
gcttcatctc
cgagtccgag
accggaacac
tgcgcggceta

<210>73
<211> 276
<212> ADN

catgaggtat
agtgggctac
agaggagccg
acagatctgce
ctacaaccag

<213> Homo sapiens

<400> 73
ggtctcacac
gcgggtataa
gctcctggac
gtgaggcgga
acctggagaa

<210> 74
<211> 270
<212> ADN

cctccagagg
ccagttcgcecc
cgcggcggac
gcagctgaga
cgggaaggag

<213> Homo sapiens

<400> 74
gctcccactce
gcttcattgce
cgagtccgag
accggaacac
cgctcegcta

catgaggtat
agtgggctac
gacggagccc
acagatcttc
ctacaaccag

ES 2390017 T3

acagcacgtt
gtgtggaacc
ctgggggagt
cagaaggacc

ggggttgtgg

tcaatgggac
cgcgctacaa
ctgagtactg
actgcagatc

ttctacaccg
gtggacgaca
cgggcgcegt
aagaccaaca
agcgaggccg

atgtacggct
tacgacggca
accgcggctc
gcctacctgg
acgctgcagc

ttctacaccg
gtggacgaca
cgggcgccat
aagaccaaca

agcgaggccg

tcttggagca
tgatcagata
accaggcggt
tcctggageg
agagcttcac

ggctaagtgt
catctataac
gacggagctg
gaggcgggec
agtgcagcgg

ggagcgagtg tggaacctga
cagtgatctg ggggagtacc
gaacagccag aaggacctcce

aactacgggg ttgtggagag

gagtgtcatt
caagaggagt
gggcggectg
gaggtggaca
cgaggtgagc

tcagatacat
aggcggtgac
tggagcggag
cttcacagtg

60

120
180
240
300
315

60

120
180
240
249

ccgtgtcecceg gcccggecgce ggggagcccce 60

cgcagttcgt
ggatagagca
cacagactga

gcgacgtggg
aggattacat
agatcaccca
agggcacgtg
gcgcgg

ccatgtcccg
cccagttegt
ggatagagca
cacagactta

35

gccggacggg
cgccctgaac
gcgcaagtgg
cgtggagtgg

gcccggcege
gaggttcgac
ggaggggccyg
ccgagagaac

cgcctcctcece
gaggacctga
gaggcggccc
ctccgcagac

2

gaggttcgac agcgacgccyg 120
ggaggggccg gaatattggg 180
ccgagagagc ctgcggaacc 240

270

60

120
180
240
276

ggggagcccc 60
agcgacgccg 120
gagtattggg 180
ctgcggatcg 240

70
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<210> 75
<211> 276
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75
ggtctcacac
ccgggcataa
gctcctggac
gtgaggcgga
acctggagaa

ttggcagacg
ccagtacgcc
cgcggceggac
gcagctgaga
cgggaaggag

ES 2390017 T3

atgtatggct
tacgacggca
accgcggcte
gcctacctgg
tcgctgcagce

gcgacgtggg gccggacggg cgcectectee 60

aagattacat cgccctgaac gaggacctga 120
agatcaccca gcgcaagtgg gaggcggccce 180
agggcctgtg cgtggagtgg ctccgcagac 240
gcgcgg 276

<210> 76

<211> 17

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 76
tctacaccgc cgtgtcc

<210> 77

<211> 18

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 77
gcgacgcecege gagtccga

<210> 78

<211> 17

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 78
ggccggaata ttgggac

<210> 79

<211> 16

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 79
ggaccggaac acacag

<210> 80

<211>17

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 80
acagatctgc aagacca

<210>81

<211> 16

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 81
acagactgac cgagag

<210> 82
<211>19

17

18

17

16

17

16
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 82
ggaacctgcg cggctacta

<210> 83

<211> 16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 83
agaggatgta cggctg

<210> 84

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 84
cgacgtgggg ccggacg

<210> 85

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 85
gggtataacc agttcgect

<210> 86

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 86
aggacctgag ctectgg

<210> 87

<211>16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 87
gccegtgagg cggage

<210> 88

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 88
gcagctgaga gectacct

<210> 89

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 89
ccgcagacac ctggaga

<210> 90
<211>18
<212> ADN

ES 2390017 T3
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<213> Homo sapiens

<400> 90
gcttcattge agtgggct

<210>91

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 91
cgagtccgag gacggagccc egg

<210> 92

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 92
cagatcttca agaccaac

<210> 93

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 93
cacacagact taccgagag

<210> 94

<211>18

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 94
cgagagaacc tgcggatc

<210> 95

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 95
cggatcgcegce tcegeta

<210> 96

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 96
tctacaccgc catgtcc

<210> 97

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 97
gcgacgcege gagtecg

<210> 98

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2390017 T3

18

23

18

19

18

17

17

17
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<400> 98
acacttggca gacgatg

<210> 99

<211>16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 99
ggagggcctg tgegtg

<210> 100

<211>19

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 100
cataaccagt acgcctacg

<210> 101

<211>15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 101
gtggagtggc tcege

<210> 102

<211>16

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 102
gacgggcgcc tectee

<210> 103

<211>90

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103

Gly Ser His Ser
1

Arg Gly Glu Pro
20

Phe Val Arg Phe
35

Ala Pro Trp Ile
50

Gln Ile Cys Lys
65

Leu Arg Gly Tyr

<210> 104
<211> 92
<212> PRT

Met

Arg

Asp

Glu

Thr

Tyr
85

Arg

Phe

Ser

Gln

Asn

70

Asn

Tyr

Ile

Asp

Glu

55

Thr

Gln

ES 2390017 T3

Ser

Ser

Ala

40

Gly

Gln

Ser

Tyr

Val

25

Ala

Pro

Thr

Glu

17

16

19

15

16

Thr Ala
10

Gly Tyr

Ser Pro

Glu Tyr

Asp Arg

75

Ala
90

39

Val

Val

Arg

Trp

60

Glu

Ser

Asp

Glu

45

Asp

Ser

Arg

Asp

30

Glu

Arg

Leu

Pro

15

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Asn
80
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<213> Homo sapiens

<400> 104 ___
Gly Ser His Thr Leu Gln Arg Met Tyr Gly Cys Asp Val Gly Pro Asp
1 5 10 15

Gly Arg Leu Leu Arg Gly Tyr Asn Gln Phe Ala Tyr Asp Gly Lys Asp
20 25 30

Tyr Ile Ala Leu Asn Glu Asp Leu Ser Ser Trp Thr Ala Ala Asp Thr

35 40 45
5
Ala Ala Gln Ile Thr Gln Arg Lys Trp Glu Ala Ala Arg Glu Ala Glu
50 55 60
Gln Leu Arg Ala Tyr Leu Glu Gly Thr Cys Val Glu Trp Leu Arg Arg
65 70 75 80
His Leu Glu Asn Gly Lys Glu Thr Leu Gln Arg Ala
85 90
<210> 105
<211>90
10 <212>PRT
<213> Homo sapiens
<400> 105
Gly Ser His Ser Met Arg Tyr Phe Tyr Thr Ala Met Ser Arg Pro Gly
1 5 10 15

Arg Gly Glu Pro Arg Phe Ile Ala Val Gly Tyr Val Asp Asp Thr Gln
20 25 30

Phe Val Arg Phe Asp Ser Asp Ala Ala Ser Pro Arg Thr Glu Pro Arg
35 40 45

Ala Pro Trp Ile Glu Gln Glu Gly Pro Glu Tyr Trp Asp Arg Asn Thr
50 55 60

Gln Ile Phe Lys Thr Asn Thr Gln Thr Tyr Arg Glu Asn Leu Arg Ile
65 70 75 80

Ala Leu Arg Tyr Tyr Asn Gln Ser Glu Ala
85 30

15

<210> 106

<211> 92

<212> PRT

<213> Homo sapiens
20

<400> 106

40
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Gly

Gly

Tyr

Ala

Gln

65

His

Ser

Arg

Ile

Ala

50

Leu

Leu

<210> 107
<211>21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

His

Leu

Ala

35

Gln

Arg

Glu

<400> 107 21
cccgcecctee accatgctea ¢

Thr

Leu

20

Leu

Ile

Ala

Asn

Trp

Pro

Asn

Thr

Tyr

Gly
85

Gln

Gly

Glu

Gln

Leu

70

Lys

Thr

His

Asp

Arg

55

Glu

Glu

ES 2390017 T3

Met

Asn

Leu

40

Lys

Gly

Ser

Tyr

Gln

25

Ser

Trp

Leu

Leu

Gly

10

Tyr

Ser

Glu

Cys

Gln
90

41

Cys

Ala

Trp

Ala

Val

75

Arg

21

Asp Val

Tyr Asp

Thr Ala
45

Ala Arg
60

Glu Trp

Ala

Gly
Gly

30
Ala

Glu

Leu

Pro

Lys

Asp

Ala

Arg

Asp

Asp

Thr

Glu

Arg
80
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el tipado de los alelos HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new en una muestra,
definiéndose el exén 2 y el exdn 3 de dichos alelos por SEC ID N° 22 y 23, SECID N°72y 73,y SECID N° 74y 75,
respectivamente, en el que dicho procedimiento comprende:

i) amplificar un fragmento de dicho alelo que comprende todo o parte del exdn 2 y/o todo o parte del exon 3 de
dicho alelo usando al menos un par adecuado de cebadores;

i) determinar la ausencia o presencia de los alelos HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new en la muestra.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la presencia o ausencia de los alelos se determina por el
uso de un conjunto de sondas, hibridandose las sondas de dicho conjunto especificamente con regiones diana que
comprenden uno o mas nucleétidos polimorficos en el exén 2 o en el exén 3 de dichos alelos.

3. Un procedimiento segun la reivindicacién 2, caracterizado adicionalmente porque:
dichos nucleotidos polimérficos tienen las siguientes posiciones en el exon 2:
11, 24, 30, 33, 44, 46, 68, 69, 71, 88, 92, 94, 102, 120, 131, 132, 133, 136, 140, 149, 153, 155, 161, 173,
174, 183, 186, 188, 190, 193, 196, 197, 198, 199, 200, 204, 205, 207, 208, 209, 210, 212, 219, 226, 228,
229, 236, 238, 240, 241, 244, 246y 268, y

dichos nucleétidos polimdrficos tienen las siguientes posiciones en el exén 3:

2,10, 11, 12, 13, 14, 18, 19, 20, 26, 36, 44, 54, 66, 68, 69, 75, 76, 77, 92, 120, 134, 141, 142, 145, 156,
159, 163, 169, 184, 195, 196, 197, 201, 214, 216, 217, 227, 228, 229 y 240.

4. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado adicionalmente porque
dichos cebadores se eligen de SEC ID N° 26 y 27.

5. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado adicionalmente porque dichas
sondas se eligen de:

SEC ID N° 28 a 49 para el tipado de HLA-B*3913;
SEC ID N° 29, 30, 32, 37, 41, 47, 48 y 76-89 para el tipado de HLA-B*1406; y
SEC ID N° 33, 44, 79, 84, 87 y 89-102 para el tipado de HLA-B*51new.

6. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que las sondas estan inmovilizadas
sobre un soporte solido.

7. Uso de un &cido polinucleico aislado que consiste en el gen HLA-B*3913, HLA-B*1406 o HLA-B*51new y que
comprende la secuencia que consiste en el exdn 2 o el exén 3 de los alelos HLA-B*3913, HLA-B*1406 o HLA-
B*51new definidos por SEC ID N° 22, 72 y 74, respectivamente, o cualquier fragmento de los mismos que consiste
en 10 a 25 nucledtidos, como un cebador o como una sonda para el tipado de dicho alelo.

8. Uso de al menos un cebador y/o sonda como se define en la reivindicacion 7 para la fabricacion de un kit de
diagnéstico para el tipado de los alelos HLA-B*3913, HLA-B*1406 y/o HLA-B*51new.

9. Un fragmento de proteina como se define por SEC ID N° 24 ¢ 25, SEC ID N° 103 ¢ 104, o SEC ID N° 105 ¢ 106,
codificado por SEC ID N° 22 6 23, SECID N° 72 6 73, 0 SEC ID N° 74 6 75, respectivamente.
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